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Résumé  
 
Actuellement le polyéthylènimine (PEI) est l’agent de transfection transitoire le 
plus utilisé par l’industrie pharmaceutique pour la production de protéines recombinantes à 
grande échelle par les cellules de mammifères. Il permet la condensation de l’ADN 
plasmidique (ADNp) en formant spontanément des nanoparticules positives appelées 
polyplexes, lui procurant la possibilité de s’attacher sur la membrane cellulaire afin d’être 
internalisé, ainsi qu’une protection face aux nucléases intracellulaires. Cependant, alors que 
les polyplexes s’attachent sur la quasi-totalité des cellules seulement 5 à 10 % de l’ADNp 
internalisé atteint leur noyau, ce qui indique que la majorité des polyplexes ne participent 
pas à l’expression du transgène. Ceci contraste avec l’efficacité des vecteurs viraux où une 
seule particule virale par cellule peut être suffisante. Les virus ont évolués afin d’exploiter 
les voies d’internalisation et de routage cellulaire pour exprimer efficacement leur matériel 
génétique. Nous avons donc supposé que l’exploitation des voies d’internalisation et de 
routage cellulaire d’un récepteur pourrait, de façon similaire à plusieurs virus, permettre 
d’optimiser le processus de transfection en réduisant les quantités d’ADNp et d’agent de 
transfection nécessaires. Une alternative au PEI pour transfecter les cellules de mammifère 
est l’utilisation de protéines possédant un domaine de liaison à l’ADNp. Toutefois, leur 
utilisation reste marginale à cause de la grande quantité requise pour atteindre l’expression 
du transgène.  
Dans cette étude, nous avons utilisé le système E/Kcoil afin de cibler un récepteur  
membranaire dans le but de délivrer l’ADNp dans des cellules de mammifères. Le Ecoil et 
le Kcoil sont des heptapeptides répétés qui peuvent interagir ensemble avec une grande 
affinité et spécificité afin de former des structures coiled-coil. Nous avons fusionné le Ecoil 
avec des protéines capables d’interagir avec l’ADNp et le Kcoil avec un récepteur 
membranaire que nous avons surexprimé dans les cellules HEK293 de manière stable. Nous 
avons découvert que la réduction de la sulfatation de la surface cellulaire permettait 
l’attachement ciblé sur les cellules par l’intermédiaire du système E/Kcoil. Nous démontrons 
dans cette étude comment utiliser le système E/Kcoil et une protéine interagissant avec 
l’ADNp pour délivrer un transgène de manière ciblée. Cette nouvelle méthode de 
transfection permet de réduire les quantités de protéines nécessaires pour l’expression du 
transgène. 
 
Mots-clés  
Transfection ciblée, Transfection transitoire, Protéine recombinante, Système E/Kcoil, 
Vecteur non viral, High mobility group protein-1 (HMGB1), Récepteur Cluster de 
différenciation 4 (CD4), Sulfatation membranaire, Chlorate de sodium (NaClO3).  
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Abstract 
 
Pharmaceutical industry often employs polyethylenimine (PEI) for large 
scale protein production processes by transient transfection of mammalian cells. PEI 
condenses plasmid DNA (pDNA) by spontaneously forming positive nanoparticles 
known as polyplexes. Condensed pDNA is favoured for cell surface binding, 
internalization and protection from intracellular nucleases. While most of the cells 
efficiently uptake polyplexes, only 5 to 10% of captured pDNA reaches the nucleus 
for transgene expression. This suggests that polyplexes are hampered in their ability 
to route and to translocate to the nucleus necessitating large amounts of polyplexes 
to achieve high expression levels.  By contrast, many viruses can efficiently 
transduce cells with only one or a few viral genome copies. Viruses have evolved to 
exploit cellular internalization and routing properties to express their own genetic 
material. We hypothesized that less pDNA would be used in an optimized 
transfection process if we exploited the internalization and routing properties that 
viruses use. DNA binding proteins could be used as an alternative to PEI to transfect 
mammalian cells. However, their usage is marginal due to the large protein 
quantities required to bind pDNA for transgene expression.  If less pDNA is used 
less binding protein is needed. 
In this study, we used the E/Kcoil system to target a membrane receptor to 
deliver pDNA in mammalian cells. The Ecoil and Kcoil are two repeated 
heptapeptides which interact with a high affinity and specificity to form coiled-coil 
structures. We fused the Ecoil with a recombinant pDNA-binding protein. The Kcoil 
was fused to a stably-expressed membrane receptor in HEK293 cells. 
We discovered that low sulfation of the cell surface reduced non-specific 
binding of the pDNA:protein complex and permitted targeted binding via the 
E/Kcoil interaction. We demonstrate how to use recombinant pDNA-binding protein 
and the E/Kcoil system for targeted transgene delivery. This newly developed 
system provides a new transfection method, with reduced pDNA-binding protein 
quantities needed to achieve transgene expression.  
 
Keywords 
Targeted transfection, Transient transfection, Recombinant protein, E/Kcoil 
system, Non-viral vector, High mobility group protein-1 (HMGB1), Cluster of 
differentiation 4 receptor (CD4), Sulfated membrane, Sodium chlorate (NaClO3). 
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I. INTRODUCTION 
 
La production de protéines recombinantes ou hétérologues, c'est-à-dire de 
protéines qui ne sont pas synthétisées naturellement par l’organisme qui la produit, 
nécessite de transférer l’ADN codant la protéine d’intérêt dans une cellule hôte. 
L’utilisation la plus connue des protéines recombinantes est l’usage thérapeutique. 
Toutefois, elles peuvent également être utilisées pour des études fonctionnelles ou 
structurales, à des fins de recherche fondamentale, de diagnostique ou encore dans la 
nourriture et l’agriculture. En 1977, l’équipe pionnière d’Herbert Boyer démontre qu’il 
est possible de faire produire par les bactéries une petite hormone de 14 acides aminés, 
la somatostatine (Itakura et al., 1977). Pour cela, la séquence d’acides nucléiques codant 
la somatostatine a été chimiquement synthétisée, puis insérée dans un plasmide qui a été 
introduit dans des bactéries. L’année suivante, la même équipe construit une version 
synthétique du gène de l’insuline humaine et utilise à nouveau les bactéries comme hôte 
producteur (Crea et al., 1978). Cette insuline ainsi produite sera ensuite commercialisée 
dans les années 1980 et marque le début de l’industrie biopharmaceutique.  
La bactérie était l’hôte le plus utilisé jusqu’au milieu des années 1990, du fait du 
faible coût de ses milieux de culture, de sa croissance rapide, de sa génétique très 
étudiée et de la facilité à les transformer, c’est dire de faire entrer dans celles-ci un 
fragment d’ADN étranger. Toutefois, les bactéries ont rapidement révélées des limites 
importantes pour la production de protéines recombinantes telles que l’absence de 
modifications post-traductionnelles et la formation de corps d’inclusion (agrégat de 
protéines sous forme insoluble). Pour remplir leurs fonctions biologiques les protéines 
doivent en effet adopter une structure tridimensionnelle et souvent posséder des 
modifications post-traductionnelle précises. Les levures, les cellules végétales et 
d’insectes ont également été utilisées, mais seules les cellules de mammifères permettent 
en même temps un assemblage, un repliement et des modifications post-traductionnelles 
proches de celles retrouvées chez l’humain.  
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Lorsque de grandes quantités de protéines recombinantes sont nécessaires, 
l’établissement d’une lignée cellulaire exprimant de manière stable la protéine d’intérêt 
est préférable, car les rendements obtenus sont plus élevés. De plus, le transgène 
s’intégrant dans le génome hôte, la protéine peut être produite indéfiniment grâce à 
l’expansion et la congélation de la lignée cellulaire. Toutefois, lors du développement de 
protéines thérapeutiques seulement quelques milligrammes voire grammes sont requis. 
L’utilisation de méthodes d’expression transitoire du transgène à grande échelle permet 
de produire ces quantités tout en diminuant les coûts et le temps de production. La 
production de protéines à grande échelle requiert l’utilisation de procédés peu coûteux, 
compatibles avec des milieux de culture sans sérum et d’utilisation simple. Les virus 
possèdent la capacité de transférer leur matériel génétique à l’intérieur des cellules de 
mammifères, grâce au développement de stratégies durant leur évolution pour déjouer 
les barrières cellulaires. Toutefois, l’utilisation des vecteurs viraux in vivo a entraîné des 
réactions immunogènes et inflammatoires. De plus, les vecteurs viraux ont un tropisme 
restreint, une limitation au niveau de la taille de l’ADN pouvant être transporté et un 
coût de production élevé. Toutes ces raisons ont amené au développement de la 
transfection, qui est un processus de transfert de gène dans les cellules eucaryotes 
n’utilisant pas un virus comme vecteur d’ADN. Dans cette thèse, nous avons développé 
et caractérisé un nouveau système de transfection ciblée, basé sur l’utilisation du 
système E/Kcoil et utilisant des protéines pour acheminer le transgène à exprimer dans 
des cellules de mammifères.  
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II. REVUE DE LITTÉRATURE  
L’obtention d’une lignée cellulaire stable monoclonale est un processus long et 
coûteux. Au lieu de sélectionner les cellules produisant le plus de protéines 
recombinantes, la culture cellulaire peut être enrichie en cellules exprimant le transgène. 
Les cultures cellulaires ainsi obtenues sont appelées pools stables et contiennent des 
cellules avec différents niveaux d’expression de la protéine d’intérêt. 
1. Pools stables 
Les quantités de protéines produites par les pools stables sont inférieures à celles 
pouvant être obtenues par une lignée stable monoclonale, car les cellules les plus 
productives ne sont pas isolées et amplifiées. Les pools de cellules CHO stables peuvent 
par la suite être amplifiés à grande échelle. Il a récemment été rapporté que ce processus 
permet d’obtenir 34 g d’un anticorps modèle en seulement deux mois et une mise à 
l’échelle de 200 L (Ye et al., 2010), ce qui correspond à un rendement de 170 mg/L. Ce 
processus permet de réduire le temps de production de quatre (dans le cas de 
l’élaboration d’une lignée stable monoclonale) à deux mois et également de transfecter 
un nombre restreint de cellules puis de les amplifier tout en conservant un niveau de 
production par cellule élevé. L’enrichissement des cellules exprimant le transgène peut 
être obtenus à l’aide de plusieurs méthodes : la sélection par antibiotique, par triage 
cellulaire à l’aide d’un cytomètre en flux (communément appelé FACS pour 
Fluorescence activated cell sorting) grâce à l’immunomarquage des cellules avec un 
anticorps anti-IgG fluorescent, avec le système GS ou par l’amplification DHFR. Les 
deux premières méthodes étant des méthodes classiques et déjà largement décrites dans 
la littérature, elles ne seront pas détaillées ici. Il est toutefois à noter que la technique de 
FACS ne peut être utilisée que pour des protéines transmembranaires ou des anticorps 
car les cellules ne peuvent pas être perméabilisées avant le triage. Dans le cas des 
anticorps monoclonaux, il a déjà été démontré que l’intensité de fluorescence de la 
surface cellulaire marquée avec des anticorps anti-IgG marqués était corrélée avec le 
niveau d’expression des cellules transfectées  (Brezinsky et al., 2003).  
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1.1. Système GS 
Le système GS est un système permettant l’obtention de pools stables breveté 
par la compagnie Lonza. La seule voie de biosynthèse de la glutamine est assurée par la 
glutamine synthétase (GS), qui catalyse la condensation du glutamate et de 
l’ammoniaque. En l’absence de glutamine dans le milieu de culture, les cellules 
mammifères ne contenant pas ou peu de glutamine synthétase ne peuvent pas survivre, 
comme par exemple les cellules de souris NS0. La transfection de ces cellules avec un 
plasmide contenant le gène de la glutamine synthétase et de l’anticorps à produire 
permet la survie de ces cellules en l’absence d’apport exogène de glutamine. Les 
cellules CHO, de plus en plus utilisées pour la production d’anticorps monoclonaux, 
contiennent un gène endogène de la glutamine synthétase. Toutefois, celui-ci peut être 
inhibé par la méthionine sulphoximine (MSX). Généralement, 20 à 25 µM de MSX 
suffisent pour inhiber la glutamine synthétase endogène des cellules et la même 
concentration en MSX est utilisée pour la sélection et l’amplification. Mais, lorsque 
celui est utilisé à des concentrations plus élevée entre 100 et 1000 µM une amplification 
du nombre de copie de l’ADNp a été observée (jusqu’à 200, (Kingston et al., 2002)).  
1.2. Système d’amplification de DHFR 
Lors de la recherche de médicaments pour le traitement du cancer, il a été 
observé que certaines cellules peuvent survivre au méthotrexate (MTX). Le MTX est un 
analogue de l’acide folique, il est donc un inhibiteur compétitif de la dihydrofolate 
réductase (DHFR). L’enzyme DHFR est essentielle pour la cellule, car elle est 
impliquée dans la formation de la méthionine, la méthylation de l’ADN (Kim, 1999) et 
la synthèse des purines et pyrimidines (Krajinovic and Moghrabi, 2004). Cette survie 
cellulaire en présence de MTX peut être le résultat d’une mutation spontanée conférant 
aux cellules une résistance ou empêchant l’entrée du MTX dans celles-ci. Mais la 
découverte la plus intéressante pour la transfection est que certaines cellules avaient 
amplifié le gène  de la DHFR (Schimke et al., 1978). Afin d’éviter l’amplification de la 
DHFR endogène, des cellules déficientes en DHFR ont été élaborées (par exemple les 
cellules CHO-DG44). Ces cellules sont transfectées avec un plasmide contenant le gène 
d’intérêt sous l’influence d’un promoteur fort (généralement celui du cytomégalovirus, 
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CMV) et le gène DHFR sous l’influence d’un promoteur plus faible (généralement celui 
du virus simien 40, SV40). Lors de la maintenance de ces cellules, leur milieu de culture 
doit être complémenté avec de la glycine, de l’hypoxanthine et de la thymidine. Pour la 
sélection des cellules exprimant le transgène, ces compléments ne sont pas présents dans 
leur milieu de culture et la concentration en MTX est progressivement augmentée.   
2. Méthodes de transfert de gènes 
2.1. Vecteurs viraux 
Les virus ont évolués afin de permettre le transfert efficace de leur matériel génétique 
dans les cellules hôtes. La modification génétique des virus permet leur utilisation pour 
transporter un transgène. Les séquences du virus codant des protéines associées à une 
éventuelle pathogénicité sont enlevées et celles permettant la construction de la particule 
virale et d’assurer le cycle d'infection sont conservées. 
Les vecteurs viraux peuvent être classés en deux groupes: intégratifs et non 
intégratifs, en fonction de leur capacité à insérer leur gènes dans la cellule hôte. 
L’utilisation de virus intégratifs tels que les oncorétrovirus (exemple, le virus de la 
leucémie murine, MLV) et les lentivirus (exemple : le virus de l’immunodéficience 
humaine de type 1, VIH-1) est privilégiée pour une expression prolongée du transgène, 
mais ils possèdent le désavantage majeur de s’insérer aléatoirement dans le génome 
pouvant provoquer ainsi des insertions mutagènes dans la cellule hôte. Les virus non 
intégratifs couramment utilisés sont les adénovirus, les virus adénoassociés (AAV) et le 
virus de l’herpès simplex 1 (HSV-1). L’ADNp délivré par ses virus reste sous forme 
épisomale, c'est-à-dire sous forme circulaire extrachromosomique, qui peut se répliquer 
de manière autonome. Les adénovirus et AAV peuvent transduire les cellules ayant la 
capacité ou non de se diviser, ce qui indique qu’ils possèdent la capacité de transloquer 
l’ADNp dans le noyau des cellules eucaryotes.  
Les vecteurs viraux permettent un transfert efficace du transgène, mais possèdent 
des limites majeures à leur utilisation pour la production de protéines recombinantes. En 
effet, la taille du transgène pouvant être inséré est limitée (pour revue, (Thomas et al., 
2003)) et  la production des particules virales est compliquée et onéreuse (pour revue, 
(Bouard et al., 2009)) 
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2.2. La transfection 
Le transfert de gène par une méthode n’utilisant pas un vecteur viral peut être 
réalisé de manière directe ou via un vecteur qui permet de franchir la membrane 
cellulaire (pour revue, cf. (Pham et al., 2006)). Les méthodes directes sont également 
appelées méthodes physiques et regroupent l’électroporation, la biolistique et la 
microinjection. Les méthodes de transfection utilisant un vecteur pour permettre 
l’internalisation cellulaire de l’ADN plasmidique (ADNp) sont basées sur l’interaction 
électrostatique entre les charges négatives de l’ADNp et les charges positives du 
vecteur, tels que des lipides, des polymères ou des protéines. Les complexes ainsi 
formés vont alors pouvoir interagir avec la membrane cellulaire, puis être internalisés 
dans les cellules.  
L’électroporation consiste en l’application d’un courant électrique, sous forme 
d’impulsions de quelques microsecondes à millisecondes, sur une suspension de cellules 
hôtes dans une solution conductrice. Ce courant électrique a pour conséquence de 
perturber la double couche lipidique des membranes cellulaires aboutissant à la création 
de pores transitoires et de conduire l’ADNp (grâce à sa charge négative) à l’intérieur des 
cellules. Une autre méthode physique de transfection est la biolistique (en anglais gene 
gun), qui utilise des microbilles de métal (généralement de l’or ou du tungstène) 
recouvertes d’ADN projetées à très grande vitesse sur les cellules. Ces deux méthodes 
physiques entrainent une intégration de l’ADN de façon aléatoire et surtout ne sont pas 
encore applicables à grande échelle. La microinjection consiste en l’injection d’ARN 
messager (ARNm) ou d’ADNp directement dans le cytoplasme ou le noyau des cellules 
et nécessite l’utilisation d’un micromanipulateur, un microscope et une micropipette. 
Cette méthode permet d’obtenir une efficacité de transfection proche de 100 %, mais ne 
peut pas être utilisées pour transfecter un grand nombre de cellules car les cellules 
doivent être injectées une par une. 
La précipitation au calcium de phosphate a été développée en 1973 (Graham and 
van der Eb, 1973). L’ADNp est mélangé avec une solution contenant du chlorure de 
calcium, à laquelle est ajoutée une solution contenant des phosphates, afin de former des 
précipités CaPi-ADN. Deux limites majeures empêchent l’utilisation de cette technique 
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pour la transfection à grande échelle : (i) le milieu de culture des cellules doit être changé 
juste avant la transfection, impliquant une augmentation non négligeable du coût de 
production et (ii) l’ajout de sérum ou d’albumine dans le milieu après la transfection est 
nécessaire pour diminuer l’effet cytotoxique des précipités (Girard et al., 2001). La 
transfection à l’aide de liposomes est également appelé la lipofection. Les lipides utilisés 
pour transfecter les cellules sont amphiphiles et composés d’une tête cationique hydrophile, 
qui interagit avec l’ADNp, un bras espaceur et une chaîne hydrophobe. Les chaînes 
hydrophobes s’associent entre elles, en solution aqueuse, pour diminuer les interactions 
entre les parties hydrophobe et les molécules d’eau, formant ainsi des liposomes ou micelles. 
L’ADNp est inséré dans l’espace aqueux des particules, qui sont appelées les lipoplexes. 
Les paramètres financiers et techniques éliminent respectivement les agents lipidiques et 
la précipitation au phosphate de calcium pour les applications à grande échelle. 
Les deux principaux polymères cationiques utilisés afin de transfecter les 
cellules de mammifères sont : le polyéthylènimine (PEI) et la poly(L-lysine) (PLL). La 
PLL est l’un des premiers polymères cationiques utilisés pour le transfert de gène (Wu 
and Wu, 1987). Elle est composée par des polymères peptidiques contenant uniquement 
des acides aminés lysines et possède l’inconvénient majeur de rester séquestrée dans les 
voies de dégradation endo-lysosomales, ce qui lui confère une faible efficacité de 
transfection (Midoux and Monsigny, 1999). Le polyéthylènimine est actuellement 
l’agent de transfection le plus utilisé dans l’industrie biopharmaceutique. Il est utilisé 
pour le transfert de gène depuis 1995 (Boussif et al., 1995). Le PEI existe sous deux 
formes : linéaire (LPEI) et branchée (BPEI) issues de différents modes de 
polymérisation. Le BPEI possède des amines primaires (25 %), secondaires (50 %) et 
tertiaires (25 %), alors que le LPEI ne contient que des amines secondaires et deux 
amines primaires en bout de chaîne (Figure II-1). Une autre différence entre les deux 
formes de PEI se situe dans leur forme à température ambiante, le LPEI est sous forme 
de poudre et le BPEI est sous forme liquide. 
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 Figure II-1. Structures du polyéthylènimine linéaire (A) et branché (B). 
 
3. Étapes de la transfection – exemple du polyéthylènimine 
 
Malgré l’utilisation très répandue du polyéthylènimine, son routage 
intracellulaire fait l’objet de nombreuses controverses, toutefois certaines théories 
restent majoritaires. La communauté scientifique s’accorde sur le fait que le routage du 
PEI dépend de nombreux facteurs tels que la lignée cellulaire étudiée, le ratio nitrogène 
du PEI:phosphate de l’ADN plasmidique (ratio N:P) et le milieu de formation des 
complexes. Dans cette étude, le polyéthylènimine, déjà largement utilisé dans le 
laboratoire, a servi de référence et pour valider nos méthodes d’études. De ce fait, les 
étapes majeures de la transfection sont illustrées ici à travers l’exemple du PEI. Cette 
étude étant réalisée dans un but de conception d’un nouveau système de transfection 
ciblée pour l’expression transitoire de gènes à grande échelle, l’interaction des 
complexes ADN:agent de transfection avec les protéines plasmatiques (transfection in 
vivo) ou avec les protéines sériques (transfection in vitro de cellules adhérentes) ne sera 
pas discutée ici, car les cellules sont cultivées en suspension, en milieu sans sérum. 
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3.1. Barrières cellulaires lors du transfert de gènes 
 
 
 
Figure II-2. Représentation schématique du transfert de gènes,  in vitro, par 
endocytose. 
L’ADNp complexé avec l’agent de transfection doit pouvoir interagir avec les 
membranes cellulaires pour être internalisé par endocytose. L’ADNp doit ensuite 
sortir des endosomes afin d’éviter la dégradation, puis il est acheminé vers le noyau 
et transloqué pour être accessible à la machinerie transcriptionnelle des cellules. 
 
L’ADN plasmidique seul ne peut pas être internalisé dans les cellules de 
mammifères, de par sa grande taille et sa charge négative apportée par les groupements 
phosphates des bases nucléiques. En effet, la membrane plasmique des cellules de 
mammifères est composée de phospholipides chargés négativement qui induisent une 
répulsion électrostatique envers l’ADNp (étapes 2 et 3 de la Figure II-2). Nous verrons 
ultérieurement dans la section II.1.3 que les polyplexes interagissent en fait avec des 
glycoprotéines membranaires à héparanes sulfates (étape 2 de la Figure II-2) permettant 
ensuite leur internalisation. 
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La mobilité de l’ADN dans le cytoplasme dépend de sa taille (étape 4 de la 
Figure II-2). En effet, il a déjà été démontré qu’après la micro-injection d’ADNp 
linéarisé dans le cytoplasme, les plasmides de taille supérieure à 2000 paires de bases 
(pb) ont une vitesse de diffusion lente, alors que des fragments de 100 pb possèdent un 
taux de diffusion dans le cytoplasme seulement cinq fois inférieur à celui obtenu dans 
l’eau (Lukacs et al., 2000). Lors de la transfection, les plasmides utilisés contiennent 
généralement 5000 à 10000 pb; sous leur forme libre les plasmides seront alors 
immobiles dans le cytoplasme des cellules, rendant leur routage nucléaire et leur 
transcription subséquente impossibles. De plus, l’ADNp est rapidement dégradé par les 
nucléases cytosoliques après sa micro-injection dans le cytoplasme (Lechardeur et al., 
1999; Pollard et al., 2001). 
En 1987, Hagstrom et al. démontrent que les molécules d’ADN double brin peuvent 
transloquer dans le noyau via les pores nucléaires en utilisant des cellules de carcinome 
humain HeLa perméabilisées avec la digitonine (Hagstrom et al., 1997). Cette 
translocation est dépendante de l’énergie, ne nécessite pas de composants du cytoplasme 
et est inhibée lorsque les cellules sont incubées à 4°C ou après l’addition d’agglutinine 
de germe de blé (WGA). La digitonine perméabilise la membrane plasmique, tout en 
laissant intactes les membranes nucléaires et celles des organelles (Diaz and Stahl, 
1989). Lors de cette étude, les auteurs ont pu ainsi s’affranchir du blocage de 
l’internalisation de l’ADN par la membrane plasmique et ont pu éliminer le cytoplasme 
des cellules par de nombreux lavages. L’agglutine de germe de blé permet l’inhibition 
de l’import nucléaire (Finlay et al., 1987) par la liaison avec les N-acétyl-β-
glucosamines (Allen et al., 1973; Burger and Goldberg, 1967) des nucléoporines 
(Hanover et al., 1987; Holt et al., 1987). L’inhibition de la translocation nucléaire de 
l’ADN en présence de WGA suggère que l’ADN entre dans le noyau à travers les pores 
nucléaires. Toutefois, seules les molécules d’un kilo paire de bases (kpb) peuvent 
transloquer dans le noyau, les molécules d’ADN double brin de plus de 2 kpb restant 
dans le cytoplasme des cellules (Hagstrom et al., 1997), ce qui indique que les ADNp 
utilisés lors de la transfection ne peuvent pas traverser le pore nucléaire.  
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3.2. Complexation de l’ADN plasmidique avec le PEI 
 
Le premier prérequis pour un agent de transfection est sa capacité de lier 
l’ADNp. Les complexes formés de manière spontanée par liaison électrostatique entre 
les charges positives d’un polymère cationique et les charges négatives de l’ADNp sont 
appelés polyplexes. Lors de cette étude, pour éviter toute confusion et alléger le texte, le 
terme polyplexe sera uniquement utilisé pour désigner les complexes ADNp:PEI. 
Lorsque environ 90 % des charges négatives de l’ADNp sont neutralisées, l’ADNp va 
adopter une forme condensée, dans laquelle il est moins accessible aux nucléases 
(Arscott et al., 1990; Wilson and Bloomfield, 1979). Le diamètre des polyplexes a été 
estimé à 20-40 nm par microscopie à force atomique (Dunlap et al., 1997) et à 
70-110 nm en solution, mesurée par diffusion dynamique de la lumière (Tang and 
Szoka, 1997). Le LPEI forme des nanoparticules d’environ 100 nm en solution sans sel, 
mais lorsque la concentration en sel est augmentée dans le milieu de complexation ou 
lorsque du sel est ajouté après la complexation, les polyplexes ont tendance à s’agréger 
(Goula et al., 1998; Wightman et al., 2001; Xie et al., 2012), ce qui n’est pas le cas avec 
du BPEI (Tang and Szoka, 1997; Wightman et al., 2001). Le potentiel zêta des 
polyplexes, qui représente leur charge électrique de surface en solution, augmente avec 
l’augmentation du ratio N:P. Ce potentiel de surface semble être un paramètre essentiel 
pour l’attachement des polyplexes à la membrane cellulaire et leur sortie de l’endosome. 
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3.3. Capture des polyplexes 
 
La capture des polyplexes regroupe l’étape d’attachement à la membrane 
cellulaire et leur internalisation dans la cellule. Dans les conditions optimales de 
transfection les polyplexes possèdent une charge nette positive, ils peuvent donc 
interagir avec les charges négatives des protéoglycanes à héparanes sulfate (HSPGs) 
présent à la surface cellulaire. L’addition d’héparine, qui est une forme hyper-sulfatée de 
l’héparane sulfate, inhibe la capture des polyplexes par les cellules (Ruponen et al., 
2001). En 2007, Payne et al. démontrent l’interaction des polyplexes avec les HSPGs 
(Payne et al., 2007). Ils établissent premièrement la colocalisation des polyplexes formés 
avec un petit ARN interférent marqué avec la molécule fluorescente Cy5 et les HSPGs 
révélés avec un anticorps anti-HSPG. Deuxièmement, leur étude illustre que l’efficacité 
de transfection du PEI, dans les cellules rénales de singe BS-C-1 est réduite de façon 
proportionnelle à la réduction de la sulfatation des HSPGs, ce qui suggère que les 
polyplexes interagissent avec les groupements sulfates portés par les HSPGs. Dans cette 
étude, les HSPGs sont étudiés dans leur globalité, alors que les HSPGs constituent une 
famille de récepteur comportant quatre syndecans (SDC) et six glypicans (GPC). La 
différence principale entre les GPCs et les SDCs est la présence d’un domaine 
transmembranaire et extracellulaire dans les SDCs, alors que les GPCs sont associés à la 
membrane cellulaire par une ancre glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) et ne possèdent 
pas de domaine intracellulaire. Chaque HSPG ne semble pas posséder les mêmes 
propriétés vis-à-vis de la transfection. En effet, la surexpression de SDC1 dans les 
cellules humaines HEK293 augmente l’expression du transgène délivré par le PEI, alors 
que la surexpression de SDC2 diminue l’efficacité de transfection (Paris et al., 2008). 
Les radeaux lipidiques possèdent également un rôle majeur dans l’endocytose des 
polyplexes. En effet, l’interaction des polyplexes avec les SDC membranaires induit leur 
regroupement dans des régions riches en cholestérol (Kopatz et al., 2004) et l’intégrité 
des radeaux lipidiques apparait nécessaire au rassemblement de SDC1 et SDC2 induit 
par les polyplexes (Paris et al., 2008). 
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3.4. Échappement endosomal 
La maturation de l’endosome précoce en endosome tardif lui confère la capacité 
de fusionner avec les lysosomes. Afin d’éviter la dégradation par les DNases présentes 
dans les lysosomes, il est nécessaire que le complexe formé de l’agent de transfection et 
de l’ADN plasmidique soit capable de s’échapper de la voie endo-lysosomale. Il est 
généralement admis que le degré de protonation du PEI est augmenté de 15 % à 45 %, 
quand le pH diminue de 7 à 5 (Boussif et al., 1995). Il est à noter que le pH 
intravésiculaire diminue progressivement au long de la voie endocytaire. Le pH mesuré 
dans les endosomes précoces et tardifs est situé respectivement entre 6,1-6,8 et 6,0-4,8 
(Maxfield and Yamashiro, 1987). Dans lysosomes le pH peut atteindre la valeur de 4,5. 
La protonation du PEI dans les endo-lysosomes induirait l’influx d’ions chlorures et 
ainsi l’augmentation des forces ioniques des vésicules acides (les endosomes tardifs et 
les lysosomes), ceci entrainerait une entrée d’eau provoquant sa rupture. Cette théorie 
appelée « effet éponge à proton » a été remise en doute en 2000, essentiellement du fait 
de l’absence de colocalisation des polyplexes avec un marqueur des lysosomes : le 
lysotracker® (Godbey et al., 2000), ce qui suggèrerait que le routage des polyplexes ne 
passerait pas via les lysosomes. Toutefois, des études ont été réalisées pour comparer la 
colocalisation entre les polyplexes et le lysotracker ou des protéines utilisées comme 
marqueurs lysosomaux. Les auteurs qui ont utilisé la protéine membranaire lysosomale 
(LAMP1) marquée par un anticorps (Bieber et al., 2002) et la protéine Niemann Pick C1 
(NPC1) couplée à une protéine fluorescente verte (Suh et al., 2011), soutiennent 
l’implication des lysosomes lors du routage des polyplexes et soulèvent le fait que le 
PEI pourrait empêcher le marquage des lysosomes par le lysotracker. En effet, le 
lysotracker est une base faible partiellement protonée à pH neutre lui permettant de 
passer librement les membranes cellulaires. Après sa protonation dans les 
compartiments acides de la cellule, il est alors séquestré dans les organelles acides. Il 
apparait donc clairement que si le PEI tamponne le pH des lysosomes, le lysotracker ne 
pourra pas s’accumuler dans ceux-ci et ne permettra pas leur marquage. La théorie de 
l’éponge à proton est confirmée également par d’autres preuves indirectes. 
Premièrement, l’inhibition des pompes à protons vacuolaires dépendantes de 
l’adénosine-5’-triphosphate (ATP) par la Bafilomycine A1 inhibe l’échappement 
endosomal provoqué par le PEI (Merdan et al., 2002) et diminue l’efficacité de 
transfection (Akinc et al., 2005; Kichler et al., 2001). Deuxièmement, l’ajout de 
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chloroquine n’augmente pas l’efficacité de transfection des polyplexes dans des cellules 
rénales de singe vert africain COS-7, avec un ratio N:P égal à 10 (Akinc et al., 2005). La 
chloroquine est une base faible perméable à la membrane cellulaire qui s’accumule 
rapidement dans les vésicules acides (Ohkuma and Poole, 1978; Wibo and Poole, 1974). 
Cette accumulation inhibe l’acidification des endosomes et par conséquent inhibe la 
dégradation lysosomale, car elle empêche la fusion des endosomes avec les lysosomes, 
mais également le recyclage à la membrane cellulaire. Toutefois, en 2001, Ogris et al. 
observent une augmentation de l’efficacité de transfection des cellules de mélanome de 
souris B16F10 lorsque les cellules sont traitées avec la chloroquine (Ogris et al., 2001). 
Cette différence d’effet du traitement à la chloroquine pourrait être due à l’utilisation de 
lignées cellulaires différentes, ou encore par le fait que dans cette étude, le ratio N:P 
utilisé est égal à 5, inférieur à celui utilisé dans (Akinc et al., 2005), la quantité de PEI 
pourrait alors être insuffisante pour induire l’échappement endosomal.  
La libération des polyplexes dans le cytoplasme semble s’effectuer par des pores 
locaux dans la membrane des endo-lysosomes et en moyenne un à deux évènement de 
rupture de la membrane lysosomale dans les cellules HeLa sont observés après 
transfection avec du PEI (ur Rehman et al., 2013). Ces résultats corroborent une étude 
précédente avec le PEI comme vecteur du ribozyme (ARN ayant la capacité de cliver 
des ARN messagers au niveau de séquences spécifiques) où le nombre moyen de 
rupture de la membrane lysosomale par cellule est de un à deux (Merdan et al., 2002), ce 
qui suggère que l’effet éponge à proton du PEI est indépendant de la nature de l’acide 
nucléique avec lequel il est complexé. Dans l’étude de Rehman et al., les auteurs 
démontrent que lors de la transfection de cellules avec des polyplexes formés 
indépendamment avec deux plasmides codant pour les protéines fluorescentes verte 
(GFP) ou rouge (RFP), la majorité des cellules transfectées expriment une seule protéine 
lorsque les polyplexes sont formés avec du PEI, alors que la majorité des cellules 
expriment les deux protéines si la poly-L-lysine est utilisée (ur Rehman et al., 2013). 
Cette dernière étude suggère donc que lors de la transfection avec de la poly-L-lysine, 
plusieurs complexes sont impliqués dans l’expression du transgène, alors qu’un seul 
polyplexe semble être responsable de l’expression du transgène avec le PEI. Ce faible 
nombre de polyplexes impliqués dans l’expression du transgène alors que beaucoup de 
polyplexes sont capturés par les cellules pourrait expliquer les difficultés rencontrées 
pour caractériser leur capture et leur routage intracellulaire.  
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3.5. Le routage nucléaire 
Après leur libération dans le cytoplasme, les polyplexes doivent atteindre le 
noyau pour que le transgène soit exprimé. En 1998, Pollard et al. suggèrent que les 
polyplexes ont la capacité de router vers le noyau après leur micro-injection dans le 
cytoplasme des cellules (Pollard et al., 1998). Cette hypothèse est basée (i) sur le rapport 
du nombre de copies d’ADNp nécessaire afin d’obtenir le même pourcentage de cellules 
exprimant le transgène après la micro-injection dans le noyau versus dans le cytoplasme, 
ce rapport qui est égal à 1/1000 pour l’ADNp seul contre 1/100 pour les polyplexes et 
(ii) sur le fait qu’après la micro-injection de cellules isolées (10 % de confluence), 40 
cellules expriment le transgène dont 20 sont des cellules encore isolées. En d’autres 
termes, (i) l’ADNp vectorisé par le PEI semble avoir un routage nucléaire amélioré 
comparativement à l’ADNp libre, car il faut injecter 10 fois moins de copies d’ADNp 
pour obtenir la même efficacité de transfection et (ii) si les cellules exprimant le 
transgène sont isolées, cela signifie qu’elles n’ont pas subi de division cellulaire et 
l’ADNp a donc transloqué dans le noyau, car la membrane nucléaire n’a pas été rompue 
lors de la mitose. Toutefois, si on prend en considération la faible mobilité de diffusion 
dans le cytoplasme de l’ADNp (Lukacs et al., 2000) et la protection de l’ADNp offerte 
par le PEI face aux nucléases cytosoliques (confirmée par la même équipe en 2001, 
(Pollard et al., 2001)), une augmentation du routage vers le noyau n’est pas la seule 
explication de la diminution de ce rapport. Il est à noter que le terme de routage 
implique une notion de direction vers une destination et non le simple fait de se 
déplacer. De plus, les cellules isolées sont restées en milieu liquide après leur 
électroporation, alors qu’un ensemencement en milieu semi-solide aurait permis une 
meilleure confiance dans le fait que les cellules transfectées n’ont pas subi de division 
cellulaire. En effet, les cellules adhérentes doivent se détacher de leur support lors de la 
mitose et ont pu être déplacées simplement par les mouvements browniens. Pollard et al. 
montrent également qu’il faut 100 fois plus de polyplexes lors d’une micro-injection 
cytoplasmique que lors d’une micro-injection nucléaire pour obtenir le même 
pourcentage de cellules exprimant le transgène (Pollard et al., 1998), ce qui confirme 
que le routage et la translocation nucléaire sont des étapes limitantes importantes lors de 
la transfection au PEI. 
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3.6. La translocation nucléaire 
 
Dans les cellules eucaryotes, le noyau est séparé du cytoplasme par une double 
couche lipidique. Dans le but d’assurer un transport bidirectionnel entre le noyau et le 
cytoplasme, des complexes protéiques forment des pores dans la membrane nucléaire 
(Nuclear pore complex, NPC). Ces pores, d’environ 9 nm de diamètre, permettent la 
diffusion passive d’ions, de métabolites et de petites molécules de taille inférieure à 
50 kDa (Melchior and Gerace, 1995; Paine et al., 1975; Peters, 1986). Les molécules 
plus grosses requièrent un transport actif.  
L’efficacité de transfection obtenue avec les polyplexes est dépendante du cycle 
cellulaire. En effet, le tri de cellule par élutriation a permis de démontrer que 
l’expression de la luciférase (gène rapporteur) était supérieure lorsque les cellules sont 
transfectées pendant la phase G2/S, comparativement à celle des cellules transfectées 
dans la phase G1 du cycle cellulaire (Brunner et al., 2000). Ces résultats suggèrent que 
l’ADNp entre dans le noyau de façon passive, lors de la rupture de la membrane 
nucléaire qui survient pendant la mitose. De plus, en 2007 Carpentier et al. ont montré 
que 48 h après la transfection des cellules HEK293 avec du LPEI, chaque cellule 
contient 1 × 104 à 5 × 104 copies de plasmides, dont seulement 5 à 10 % sont présents 
dans la fraction nucléaire. Ces résultats indiquent que lors de la transfection au PEI, les 
cellules capturent un très grand nombre de plasmides, mais que peu sont capables 
d’atteindre le noyau (Carpentier et al., 2007).  
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3.7. La décompaction de l’ADNp 
L’état d’association de l’ADNp et du PEI, quand les polyplexes ont atteint le 
cytoplasme ou lorsqu’ils se situent dans le noyau, n’est pas encore clairement défini. 
Dans leur revue, De Smedt et al. soulèvent les limitations sous-jacentes à l’étude de la 
colocalisation entre l’ADNp et le PEI, tous deux marqués. En effet, lorsqu’il n’y a pas 
de colocalisation il est certain que l’ADNp est dissocié du PEI. Par contre, même si 
l’ADNp n’est pas associé avec le PEI, si les deux fluorochromes sont proches et/ou 
possèdent une forte intensité de fluorescence, cela amènera une colocalisation apparente 
et une conclusion inappropriée (De Smedt et al., 2005). Les auteurs proposent alors à la 
communauté scientifique d’étudier l’état d’association de l’ADNp avec le PEI grâce au 
transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET), car pour que le transfert 
d’énergie puisse s’effectuer, les deux fluorochromes devront être à une distance 
inférieure à 10 nm (100 Angström). Cette distance diminuée donnerait plus de précision 
qu’une simple colocalisation. Toutefois, lors des expériences de FRET, les 
fluorochromes donneur et accepteur doivent avoir une orientation particulière qui 
pourrait ne pas être obtenue après l’auto-assemblage des polyplexes. 
La décondensation des polyplexes ne semble pas être une limitation dans 
l’expression du transgène. En effet, l’efficacité de transfection obtenue après la micro-
injection intranucléaire de polyplexes, formés avec un ratio N:P de 5 à 15, dans le noyau 
de cellules humaines de l’épithélium trachéal ƩCFTE29o, atteint plus de 80 % de celle 
obtenue après la micro-injection nucléaire d’ADNp seul (Honore et al., 2005). Des 
résultats similaires ont également été obtenus avec d’autres lignées cellulaires telles 
que les cellules COS-7, les cellules pancréatiques exocrines humaines (CPFAC-1) et les 
cellules de carcinome pulmonaire humain (A549) (Pollard et al., 1998). Deux 
hypothèses peuvent expliquer ces résultats. La première étant que la machinerie 
transcriptionnelle des cellules possède la capacité de décondenser les polyplexes et de 
rendre l’ADNp accessible pour la transcription. La seconde émise en 2006, selon 
laquelle l’ADNp serait remplacé par l’ADN et l’ARN endogènes du fait de leur 
compétition pour la liaison avec le PEI (Bertschinger et al., 2006).  
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3.8. Limitation de l’utilisation du PEI pour la transfection 
transitoire à grande échelle 
 
Malgré la grande utilité du PEI pour la transfection transitoire à grande échelle, sa 
cytotoxicité dépendante de la concentration nous oblige à l’utiliser à des concentrations 
suboptimales (Carpentier et al., 2007). Les rendements de production obtenus par des 
cellules en suspension transfectées avec du polyéthylènimine branché sont inférieurs à 
ceux obtenus avec du LPEI (Derouazi et al., 2004; Durocher et al., 2002), probablement 
à cause de la propriété du BPEI à faire adhérer les cellules à de nombreux supports 
(Bledi et al., 2000; Lakard et al., 2004; Zheng et al., 2000) et sa plus grande cytotoxicité 
(Kafil and Omidi, 2011). Dans une perspective de greffage du PEI, le LPEI possède des 
amines disponibles pour des modifications de surface uniquement à ses extrémités, alors 
que le BPEI possède 25 % d’amines primaires rendant sa modification de surface plus 
aisée et le BPEI semble être moins restreint dans ses propriétés de routage/translocation 
nucléaire (Brunner et al., 2002). Les faibles possibilités d’amélioration du LPEI et 
l’utilisation limitée du BPEI pour transfecter des cellules en suspension entraînent la 
nécessité de développer de nouvelles stratégies de transfection.  
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4. Utilisation de protéines recombinantes et de peptides à des fins 
de transfection 
 
L’une des alternatives possible à l’utilisation du PEI est la vectorisation de 
l’ADNp par des protéines ayant des propriétés permettant leur utilisation à des fins de 
transfection. Le transfert de gène par des protéines recombinantes est actuellement une 
méthode marginale comparativement à l’utilisation de vecteur viraux ou de composés 
chimiques (lipides, polycations, etc.). Les protéines en tant que vecteur d’ADNp 
peuvent être  produites avec une composition précise et flexible. En effet, 
dépendamment des résultats obtenus et des limitations de chaque protéine pour 
transfecter des cellules de mammifères des domaines fonctionnels peuvent être ajoutés, 
qui sont très souvent issus de protéines virales. 
Des protéines multifonctionnelles peuvent être générées par conjugaison 
chimique, échafaudage (scaffold) ou sous forme de protéine de fusion. Un même 
domaine peut être ajouté plusieurs fois, si nécessaire afin d’améliorer une des fonctions 
de la protéine. Lorsqu’il s’agit d’une protéine de fusion, les peptides sont ajoutés 
linéairement alors que dans le cas de la conjugaison et de l’échafaudage ils peuvent être 
ajoutés de façon branchée (ou sous forme de dendrimères) ce qui permet d’avoir une 
meilleure flexibilité entre les domaines. En vue d’une utilisation pour l’expression 
transitoire de gènes à grande échelle, le procédé de fabrication de l’agent de transfection 
doit être simplifié au maximum et sa mise à l’échelle doit être possible. De ce fait la 
production de protéines transfectrices sous forme de fusion apparait être le procédé de 
choix, car la protéine peut être utilisée sans modification après sa production et 
purification. 
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4.1. Peptides ou protéines utilisés comme modules 
fonctionnels pour contrer les étapes limitantes de la 
transfection 
Les peptides fonctionnels sont utilisés en tant que partie d’une protéine, peptides 
libres, ou encore liés avec des polymères cationiques. 
4.1.1 Complexation de l’ADNp 
Lors du développement d’agent de transfection, la propriété d’attachement à 
l’ADNp est un prérequis, certains peptides reconnaissent des séquences spécifiques sur 
l’ADNp, d’autres peptides interagissent avec l’ADNp par interaction électrostatique et 
sa condensation. 
Par exemple, les peptides GAL4 et TetR reconnaissent des séquences spécifiques 
sur l’ADNp, ce qui implique qu’un tel système de transfection ne peut pas être utilisé 
avec n’importe quel ADNp, car il doit obligatoirement porter ces séquences. De plus, 
ces séquences ne permettent pas de condenser l’ADNp (Fominaya et al., 1998; Vaysse 
et al., 2006) et donc ne protègent probablement pas l’ADNp contre la dégradation par 
les nucléases cytosoliques.  
Dans le but de condenser l’ADNp, des peptides de composition très simple 
possédant uniquement des lysines peuvent être utilisés. Pour ce faire un nombre minimal 
de 6 lysines est requis et l’augmentation du nombre de lysines de 10 à 15 permet une 
condensation de l’ADNp en nanoparticules plus petites et d’augmenter leur efficacité de 
transfection (Wadhwa et al., 1997). Le peptide cationique µ (mu, 
MRRAHHRRRRASHRRMRGG) provenant de l’adénovirus possède également la 
capacité de condenser l’ADNp très efficacement, toutefois son ajout ne permet pas 
d’améliorer l’échappement endosomal, ni le routage des lipoplexes (Keller et al., 2003). 
Les protéines organisant l’ADN génomique dans le noyau, telles que les histones 
et les protéines non histone de groupe à mobilité élevée (high mobility group ou HMG) 
étaient déjà connues pour interagir avec l’ADN nucléaire et ceci de façon indépendante 
de la séquence. Il fut donc naturel d’évaluer leur potentiel pour la transfection. HMGB1 
a été utilisé pour la première fois afin de transfecter des cellules de souris par Böttger et 
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al., en 1988 (Bottger et al., 1988). Lors de cette étude, l’efficacité de transfection 
d’HMGB1 est similaire à celle obtenue par précipitation de l’ADNp avec du phosphate 
de calcium. En 1998, la même équipe démontre que l’efficacité de transfection obtenue, 
en présence de faible concentration de chlorure de calcium, avec l’histone H1 est 
supérieure à celle obtenue avec HMGB1 (Bottger et al., 1998). Le rôle des ions Ca2+ lors 
de ces expériences est discuté dans la partie des résultats 2.2.6. 
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4.1.2 Capture 
Certains peptides ou petites protéines possèdent la capacité de traverser la 
membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes, ils sont appelés les cell penetrating 
peptides (CPP) ou protein transduction domain (PTD). Les CPP sont des peptides ayant 
une longueur maximale de 30 acides aminés, partiellement hydrophobes, solubles dans 
l’eau et possédant une charge nette positive à pH physiologique due à leurs arginines et 
lysines (pour revue cf. (Madani et al., 2011)). Les CPP naturels les plus connus sont les 
peptides TAT (GRKKRRQRRRPPQ), la pénétratine (RQIKIWFQNRRMKWKK), le 
transportan (GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL) et sa forme tronquée TP10 
(AGYLLGKINLKALAALAKKIL) provenant respectivement du VIH-1, d’un facteur 
de transcription de la Drosophile melanogaster et de la fusion entre la partie 
N-terminale (N-ter) du neuropeptide galanine avec le peptide mastoparan du venin de 
guêpe. Seul le CPP le plus utilisé, c'est-à-dire le peptide TAT, sera décrit ici. 
Dans le but de développer une méthode pour mesurer l’activité transactivatrice 
de la protéine TAT du VIH-1, Frankel et Pabo produisent et purifient la protéine TAT 
(Frankel and Pabo, 1988). Lors de cette étude, les auteurs observent que la protéine TAT 
possède la capacité de traverser la membrane cytoplasmique de cellules eucaryotes et 
que 6 h après son ajout dans le milieu de culture des cellules, 80 % des protéines 
internalisées sont contenues dans le noyau, en présence de 100 µM de chloroquine. Le 
couplage chimique de peptides TAT, contenant les acides aminés 1 à 72 ou 37 à 72 avec 
les protéines bêta-galactosidase sous forme tétramérique (possédant un poids 
moléculaire de 464 kDa) ou peroxydase de raifort (44 kDa) permet leur internalisation 
dans les cellules HeLa après simple ajout dans leur milieu de culture (Fawell et al., 
1994). Les protéines internalisées sont localisées majoritairement dans des vésicules 
cytoplasmiques, qui sont probablement des endosomes et des lysosomes, mais sont 
également présentent dans le cytoplasme de manière diffuse et dans le noyau des 
cellules. Ces résultats montrent que le peptide TAT peut être utilisé comme cargo pour 
internaliser des macromolécules et permettre leur acheminement dans le noyau de 
cellules eucaryotes. Toutefois, la majorité des protéines semblent demeurer séquestrées 
dans les voies endo-lysosomales. La séquence en acides aminés minimale pour que la 
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protéine TAT conserve ses propriétés d’internalisation dans les cellules eucaryotes et de 
translocation nucléaire se situe entre les acides aminés 48 à 60 (Vives et al., 1997). Cette 
séquence minimale a déjà été utilisée à des fins de transfection (Hashida et al., 2004; 
Ignatovich et al., 2003; Liu et al., 2005), toutefois la voie d’internalisation du peptide 
TAT est modifiée lorsque celui-ci sert de vecteur d’ADNp. En effet, le peptide TAT 
serait généralement internalisé dans les cellules via un mécanisme indépendant de 
l’énergie (non inhibé à 4°C, ni par l’azide de sodium, qui est connu pour réduire la 
quantité intracellulaire d’ATP), ce qui suggère que son internalisation ne s’effectue pas 
par l’intermédiaire de récepteurs. En revanche, les complexes ADNp:TAT seraient 
internalisés via un mécanisme dépendant de l’énergie (Ignatovich et al., 2003; Liu et al., 
2005). De plus, l’expression du transgène peut être augmentée grâce au traitement des 
cellules avec de la chloroquine, suggérant d’une part une internalisation par endocytose 
via des récepteurs et d’autre part que l’ADNp délivré dans les cellules est séquestré dans 
les voies endo-lysosomales (Hashida et al., 2004; Liu et al., 2005). Alors que les 
premières études sur le peptide TAT semblaient très prometteuses pour son utilisation en 
tant que vecteur d’ADNp du fait de ses propriétés de routage et translocation nucléaire, 
le peptide TAT ne permet pas d’acheminer efficacement l’ADNp jusqu’au noyau des 
cellules. De plus, il a été montré que le peptide TAT s’attache sur les cellules eucaryotes 
grâce à son interaction avec les HSPGs (Letoha et al., 2010; Tyagi et al., 2001), par 
homologie avec ce qui a déjà été observé pour le PEI (Paris et al., 2008), il est probable 
que certains HSPGs séquestrent le peptide dans le cytoplasme des cellules et l’empêche 
ainsi de délivrer l’ADNp dans leur noyau. 
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4.1.3 Échappement endosomal 
L’entrée d’une molécule dans la cellule via une endocytose par l’intermédiaire 
d’un récepteur conduit généralement à sa dégradation dans les lysosomes. Pour éviter 
cette dégradation, les virus ont évolués et développés des peptides afin de déstabiliser la 
membrane endosomale et ainsi permettre leur relargage dans le cytoplasme cellulaire. 
Parmi ces peptides on retrouve l’hémagglutinine du virus de la grippe (HA2, au niveau 
de l’extrémité N-terminale, de la protéine), la protéine mineure de la capside du 
papillomavirus (L2, au niveau de l’extrémité C-terminal, C-ter (Kamper et al., 2006) de 
la protéine) ou la protéine de la capside du poliovirus (VP1). Lorsqu’ils sont utilisés 
pour la transfection, les peptides endosomolytiques doivent posséder la capacité de lyser 
les membranes de façon dépendante au pH, permettant ainsi une spécificité d’action 
dans les endo-lysosomes, sans affecter les autres membranes cellulaires. L’échappement 
endosomal s’effectue grâce à la fusion des peptides endosomolytiques avec la 
membrane des endosomes qui forment des pores. Par exemple, le peptide HA2 (Han et 
al., 2001) tout comme le peptide VP1 (Agosto et al., 2006; Fricks and Hogle, 1990) 
adoptent une structure en hélice α dans un environnement acide qui déstabilise la 
membrane endosomale et permet ainsi le relargage de son contenu dans le cytoplasme. 
De nombreux peptides endosomolytiques sont dérivés du peptide HA2 
(GLFGAIAGFIENGWEGMIDG) qui présentent des propriétés lytique ou de solubilité 
améliorées, les plus connus étant H5WYG (GLFHAIAHFIHGGWHGLIHGWYG, 
(Midoux et al., 1998)), les INFs (Plank et al., 1994) et GALA 
(WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA, (Subbarao et al., 1987). Le peptide 
GALA est chargé négativement et il ne peut ainsi pas condenser l’ADNp. Afin de 
surmonter cette limitation, il a été modifié pour devenir le peptide KALA 
(WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKAGEA, (Wyman et al., 1997)). Les 
lysines de KALA ont été insérées pour permettre la liaison avec l’ADNp tandis que les 
acides glutamiques l’ont été dans le but d’améliorer sa solubilité dans l’eau au pH 
physiologique. En 1997, Wyman et al. montrent que le peptide KALA permet de 
condenser l’ADNp à un ratio de charges positives/négatives (+/-) égal à 8. Lors de cette 
étude, la condensation de l’ADNp a été évaluée par son retard de migration dans un gel 
  
25 
 
d’agarose dont le principe de l’expérience est expliqué dans la partie IV.7. Cinq lignées 
cellulaires ont pu être transfectées à un ratio de charges +/- égal à 10, mais ne permet 
pas la transfection de cellules épithéliales primaires (Wyman et al., 1997). Lorsque 
KALA est utilisé comme transporteur d’oligonucléotides (ODN) avec ce même ratio de 
charges +/-, les ODNs marqués se situent dans le noyau d’environ 34 % des cellules 
K562. Toutefois, KALA possède une activité lytique à pH acide, mais également à pH 
neutre. Cette activité lytique à pH neutre indique que KALA peut perturber la membrane 
plasmique. Les auteurs ont évalué la cytotoxicité de KALA dans des conditions très 
différentes de celles utilisées lors de la transfection rendant difficile de conclure sur la 
cytotoxicité du peptide lors de la transfection, qui pourtant pourrait être une limitation 
majeure à son utilisation. Dans le but d’évaluer différents peptides endosomolytiques, 
Nouri et al. ont créé une protéine multifonctionnelle possédant un cœur commun 
contenant un domaine N-terminal capable de cibler un récepteur, suivi d’un domaine de 
liaison à l’ADNp contenant un signal de localisation nucléaire (NLS de l’anglais nuclear 
localization signal) répété quatre fois, puis un des peptides fusogéniques en C-ter : HA2, 
GALA, KALA, RALA, H5WYG ou INF-7 (Nouri et al., 2013). La fonctionnalité des 
peptides condensant l’ADNp et de ciblage utilisés dans cette étude a déjà été évaluée et 
validée par la même équipe (Wang et al., 2009). Cette étude a permis de démontrer que 
(i) le peptide HA2 conserve une activité lytique, malgré sa fusion en C-ter, alors qu’il a 
déjà été rapporté que les peptides endosomolytiques basés sur l’HA2 nécessitent une 
glycine libre à l’extrémité N-ter pour conserver leur activité lytique (Steinhauer et al., 
1995) (ii) tous les peptides possèdent une activité lytique élevée à pH égal à 5,5 et plus 
faible quand le pH est égal à 7 (iii) les peptides chargés positivement, dont fait partie 
KALA, sont cytotoxiques alors que les peptides chargés négativement ne le sont pas, et 
(iv) le peptide GALA permet d’obtenir la plus grande efficacité de transfection, ce qui 
suggère qu’il permet un échappement endosomal efficace. Dans cette étude, les 
quantités de protéines multifonctionnelles utilisées sont déterminées par un ratio que les 
auteurs appellent « N:P » (généralement utilisé lors de la transfection avec du PEI), où 
« N » est le nombre de charges positives portées par la protéine (chaque lysine et chaque 
arginine comptant pour une charge positive) et « P » est le nombre de phosphate de 
l’ADNp. Ainsi,  si le peptide endosomolytique contient plus de charges positives la 
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quantité de protéines requise pour atteindre le même ratio N:P sera inférieure, ce qui 
pourrait empêcher la comparaison des efficacités de transfection obtenues avec les 
différentes protéines. En effet, si une plus grande quantité de protéines est utilisée, il est 
possible que l’efficacité de transfection soit augmentée. La partie centrale de la protéine 
contient 60 charges positives et seuls KALA et RALA possèdent des charges positives 
supplémentaires, au nombre de sept. Le nombre de protéines contenant les peptides 
HA2, GALA, H5WYG ou INF-7 sont donc identiques. Concernant les peptides KALA 
et RALA qui contiennent 1,1 fois plus de charges positives, ils sont donc ajoutés à des 
concentrations molaires 1,1 fois moins élevées mais comme l’augmentation du ratio N:P 
de 8 à 12 ne permet pas d’améliorer leur efficacité de transfection malgré une 
augmentation de la quantité de protéines de 1,5 fois, les protéines contenant KALA et 
RALA peuvent être comparées avec celles contenant HA2, GALA, H5WYG ou INF-7. 
Ces deux constatations éliminent donc la probabilité de l’influence du nombre de 
protéines multifonctionnelles sur les différences d’efficacité de transfection observées.   
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4.1.4 Translocation nucléaire 
L’import nucléaire de protéines dont le poids moléculaire est supérieur à 50 kDa 
nécessite un transport actif, par l’intermédiaire des importines (également appelées 
karyophérines ou encore complexe ciblant le pore nucléaire, PTAC pour pore targeting 
complex). Dans le cytoplasme, l’importine α reconnaît et se lie au motif NLS contenue 
dans la protéine, puis elle s’attache à l’importine β. L’importine β permet alors la 
fixation du complexe du côté cytoplasmique du pore nucléaire. L’importine α et la 
protéine à transloquer passent à travers le pore nucléaire grâce à un mécanisme 
dépendant de l’énergie qui requiert l’hydrolyse de la guanosine-5'-triphosphate (GTP) 
de la protéine Ran. Il ne s’agit pas du seul mécanisme d’import nucléaire : par exemple 
dans le cas de la protéine ribonucléaire hétérogène hnRNP A1, le transporteur est la 
transportine (Nigg, 1997; Talcott and Moore, 1999). 
En 1999, Zanta et al. ont démontré que l’ajout par liaison covalente d’un peptide 
contenant une NLS, provenant du SV40, directement sur l’ADNp permet de réduire les 
quantités d’ADNp et d’augmenter l’efficacité de transfection de trois agents de 
transfection : un lipide cationique (le Transfectam), un PEI linéaire de 22 kDa et un PEI 
branché de 25 kDa (Zanta et al., 1999). Ces résultats semblent confirmer que la 
translocation nucléaire est une étape limitante lors de la transfection utilisant le PEI 
comme vecteur de l’ADNp et que l’ajout d’une seule NLS permet de l’améliorer et ainsi 
d’augmenter l’efficacité de transfection. Toutefois lors de cette étude, l’amélioration est 
suggérée par des preuves indirectes, c'est-à-dire grâce à la démonstration que (i) le 
transgène est exprimé plus rapidement, suggérant que la rupture de membrane nucléaire 
lors de la mitose n’est pas nécessaire, (ii) les quantités d’ADNp et subséquemment les 
quantités d’agent de transfection peuvent être réduites, suggérant une utilisation plus 
efficace et (iii) l’efficacité de transfection est augmentée. Il aurait été intéressant que les 
auteurs analysent la quantité d’ADNp présente dans le noyau ou encore qu’ils montrent 
que les cellules qui ne se divisent pas peuvent tout de même exprimer efficacement le 
transgène. Dans le but de vérifier si l’ajout d’un peptide endosomolytique pouvait 
potentialiser la transfection par le PEI, le PEI a été conjugué à la mélittine (Ogris et al., 
2001), cependant les résultats de l’étude suggèrent que la mélittine permettrait plutôt 
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d’améliorer la translocation nucléaire. La mélittine est un composant du venin 
d’abeilles, qui possède une activité lytique envers la membrane cellulaire et une 
séquence KRKR ressemblant au motif NLS. Le PEI conjugué à la mélittine possède la 
capacité de lyser les érythrocytes, de façon plus efficace à pH 7,4 qu’à pH 5,5 et 
améliore l’expression des gènes rapporteurs GFP et luciférase. L’activité lytique de la 
mélittine conjuguée au PEI à pH 7,4 doit certainement induire une forte cytotoxicité 
pour les cellules, mais ceci n’a pas été étudié par les auteurs. Lors de cette étude, les 
auteurs ont remarqué qu’après la micro-injection intracytoplasmique de polyplexes, 
l’efficacité de transfection obtenue pour les polyplexes contenant la mélittine est 
supérieure à celle obtenue sans mélittine. L’augmentation de l’expression du transgène 
est probablement due au motif NLS contenu dans la mélittine, qui permettrait une 
translocation nucléaire par le pore nucléaire car l’ajout de WGA diminue l’expression 
d’un facteur quatre. L’ajout d’un motif NLS d’adénovirus sur le PEI permet également 
l’augmentation de l’efficacité de transfection comparativement aux polyplexes ne 
comportant pas de NLS, qui n’est pas due à une augmentation de la quantité de 
polyplexes capturés par les cellules (Carlisle et al., 2001). Ces trois études montrent que 
le routage et la translocation nucléaire des polyplexes n’est pas optimale et peut être 
améliorée par l’ajout de NLS et que ces étapes sont requises pour permettre une 
expression du transgène élevée.  
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4.2. Protéines recombinantes 
La recherche bibliographique sur la transfection par les protéines est ambiguë par 
nature, car le but ultime de la transfection est de produire des protéines. Nous proposons 
d’appeler protéiplexes les complexes formés de façon spontanée lors du mélange de 
l’ADN plasmidique et des protéines transfectrices, afin de permettre une recherche 
bibliographique plus simple et efficace.  
En 1996, Fritz et al. ont évalué le potentiel de transfection d’une protéine 
recombinante de fusion composée du peptide contenant le motif NLS du virus SV40 et 
l’extrémité C-terminale de l’histone H1o (acides aminés 99 à 193), nommée NLS-H1. 
NLS-H1 possède la capacité de condenser l’ADNp et de transfecter les cellules COS-7 
et NIH 3T3, uniquement en présence de chloroquine ou de lipofectin, ce qui suggère que 
la protéine seule ne permet pas l’échappement endosomal. L’ajout du motif NLS sur 
l’histone H1 ne permet pas d’augmenter les efficacités de transfection en présence de 
chloroquine ou de lipofectin, indiquant que le motif NLS dans ce cas ne permet pas 
d’améliorer le routage et la translocation nucléaires. Il est à noter que la partie utilisée de 
l’histone H1o possède déjà intrinsèquement deux motifs NLS qui ont été identifiées deux 
ans après cette étude (Schwamborn et al., 1998) et qui pourraient assurer le routage et la 
translocation nucléaires des protéiplexes. Pour leurs expériences de transfection, les 
auteurs de cette étude utilisent une concentration en NLS-H1, deux fois inférieure à la 
concentration nécessaire pour obtenir la condensation de l’ADNp et n’évoquent aucune 
explication concernant ce choix (Fritz et al., 1996). L’année suivante, une autre équipe 
pionnière de la transfection par des protéines recombinantes développe un vecteur 
contenant un domaine de liaison à l’ADNp (GAL4) fusionné avec les 192 acides aminés 
de l’extrémité C-terminale de l’invasine (Paul et al., 1997), un domaine permettant 
l’attachement et l’internalisation dans les cellules eucaryotes provenant de Yersinia 
pseudotuberculosis (Isberg and Falkow, 1985; Rankin et al., 1992). La protéine 
GAL4/invasine possède la capacité de transfecter des cellules, mais la poly-L-lysine a 
été ajoutée pour permettre la condensation de l’ADNp et il apparait que ses propriétés 
d’échappement endosomal  sont suboptimales car le traitement des cellules avec de la 
chloroquine augmente l’efficacité de transfection.  
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Afin d’augmenter l’attachement et l’internalisation d’une protéine liant et 
condensant l’ADNp, des formes tronquées d’HMGB1 (HMGB1A contenant uniquement 
la boite A d’HMGB1) ou d’HMGB2 (HMGB2186 contenant les 186 acides aminés N-
terminaux d’HMGB2) ont été fusionnées avec le peptide TAT (Kim et al., 2008a; Sloots 
and Wels, 2005). Les protéines TAT-HMGB1A et TAT-HMGB2186 permettent de 
transfecter les cellules eucaryotes, toutefois les quantités de protéines nécessaires pour 
obtenir l’expression maximale du transgène sont respectivement de 220 et 250 µg par 
million de cellules (Tableau I). Il est à noter que si un volume de 500 mL de cellules 
devait être transfecté à la densité d’un million de cellules par mL, il faudrait alors 
110 mg de TAT-HMGB1A et 125 mg de  TAT-HMGB2186, pour permettre une 
transfection optimale des cellules. Ces grandes quantités de protéines ne permettraient 
pas leur utilisation à des fins de transfection transitoire à grande échelle, car les 
quantités de protéines vectrices de l’ADNp nécessaires seraient équivalentes aux 
quantités de protéines produites, sachant qu’il faudrait ajouter au coût de production 
l’achat des milieux de culture, la main d’œuvre et les autres matériels de production. 
Dans ces deux études, les limitations de ces protéines n’ont pas clairement été 
identifiées; seule la liaison de l’ADNp et l’efficacité de transfection ont été évaluées, 
ainsi que la propriété d’échappement des endo-lysosomes des protéiplexes formés avec 
TAT-HMGB2186 qui est faible. La capture, le routage et la translocation nucléaire n’ont 
pas été étudiés et l’optimisation de ces protéines par des peptides pourrait permettre de 
diminuer la quantité requise pour transfecter les cellules. 
Dans le but de mimer l’activité éponge à proton du PEI, Kichler et al. ont créé un 
peptide dont la partie centrale contient des lysines et alanines et ont rajouté des lysines 
et des histidines supplémentaires (Kichler et al., 2003). Les auteurs suggèrent que les 
lysines aux extrémités des peptides vont pouvoir condenser l’ADNp et que les histidines 
devraient améliorer l’échappement endosomal des protéiplexes. Dans cette étude, ils 
démontrent que le peptide LAH4 (KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA) et le 
BPEI 25 kDa permettent d’obtenir des expressions du transgène équivalentes et que les 
protéiplexes formés avec LAH4 possèdent la capacité de s’échapper des endosomes. 
Quatre ans plus tard, la même équipe a étudié plus en détail la propriété d’échappement 
endosomal de LAH4 et a montré que lorsque les protéiplexes sont incubés dans un 
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milieu à pH acide, le peptide LAH4 est partiellement relargué des protéiplexes, lui 
permettant ainsi d’être disponible pour interagir avec la membrane des endo-lysosomes 
et ainsi permettre l’échappement des protéiplexes dans le cytoplasme cellulaire. 
Toutefois, comme pour les protéines TAT-HMGB1A et TAT-HMGB2186, le peptide 
LAH4 doit être utilisé en grande quantité pour obtenir une expression du transgène 
optimale, soit 126 µg par million de cellules. 
L’utilisation marginale des protéines recombinantes pour la transfection in vitro 
est très probablement due au fait que les quantités requises (cf. tableau I) pour 
transfecter les cellules eucaryotes entraînent un coût important. Il apparait donc 
nécessaire de trouver une stratégie afin d’augmenter significativement leur efficacité et 
de diminuer la quantité nécessaire à une transfection robuste.  
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Tableau I.  Exemples de protéines recombinantes utilisées pour transfecter des cellules eucaryotes. 
 
Référence Protéine Propriétés de la protéine Cellules Gène rapporteur 
Quantité de 
protéine (µg) par 
million de cellules 
(Kichler et al., 
2003) 
LAH1-5 
Condensation de l’ADNp  
Uniquement pour LAH4 : 
 Échappement endosomal 
HepG2 Luciférase 126 à 316 
(Sloots and Wels, 
2005) 
TAT-HMGB2186 
Condensation ADNp (boite A et B d’HMGB2) 
Échappement endosomal limité 
COS-7, HeLa, 
HepG2 
Luciférase 220 
(Prongidi-Fix et 
al., 2007) 
LAH4 Condensation de l’ADNp HepG2 Luciférase 126 
(Kim et al., 2008a) TAT-HMGB1A Échappement endosomal HEK 293 Luciférase 250 
(Xavier et al., 
2009) 
TNM (TAT-NLS-
MU) 
Condensation de l’ADNp  
Échappement endosomal très faible  
Translocation nucléaire : meilleure avec NLS 
SMC (Cellules du 
muscle lisse) 
β-galactosidase 149 
(Min et al., 2010) K-Antp 
Inhibé à 4°C  
Échappement endosomal limité 
C3 (Fibroblastes 
murin) 
Luciférase 204 
 
Les quantités de protéines nécessaires pour obtenir une transfection optimale des cellules ont été calculées grâce aux informations fournies dans ces études. Il 
est à noter que chaque lignée cellulaire a une densité cellulaire à confluence différente. Ici, le nombre de cellules transfectées est estimé à partir des informations 
contenues dans http://www.level.com.tw/html/ezcatfiles/vipweb20/img/img/21661/cc_surface_areas.pdf, lorsque celui-ci n’est pas clairement indiqué dans l’étude 
et le temps de doublement des cellules a été fixé à 24 h.  
  
33 
 
5. Transfection ciblée basée sur l’utilisation de protéines comme 
agent de transfection 
Les agents de transfection utilisés actuellement in vitro interagissent de manière 
non ciblée avec les cellules, de ce fait leur internalisation n’est pas contrôlée et effectuée 
par le biais de charges électrostatiques ou de leur fusion avec la membrane lipidique 
plasmique. De nos jours, le but premier du ciblage de récepteur lors du transfert de gène 
est de pouvoir cibler un type cellulaire, in vivo, dans des applications de thérapies 
géniques ou de traitement contre le cancer. Le ciblage d’un type cellulaire a pour finalité 
de diminuer la cytotoxicité envers les cellules saines ou d’améliorer l’activité 
thérapeutique. Dans cette étude, nous proposons de cibler un récepteur afin d’utiliser sa 
voie intrinsèque d’internalisation et de routage intracellulaire. De plus, le ciblage d’un 
récepteur devrait permettre d’éviter la séquestration des protéiplexes après leur liaison et 
internalisation avec certains HSPGs, comme SDC2 par exemple, dans le but de diminuer 
les quantités de protéines vectrices de l’ADNp nécessaires pour transfecter les cellules 
de façon optimale. 
En 1994, afin de créer un vecteur d’ADNp ayant la propriété de cibler un 
récepteur et utilisable in vivo, les histones H1, H2a, H2b, H3 et H4 ont été galactosylés 
par couplage leur permettant ainsi de cibler le récepteur des asialoglycoprotéines (Chen 
et al., 1994). Cette étude montre que tous les histones peuvent retarder complètement la 
migration de l’ADNp dans un gel d’agarose, ce qui indique que (i) les histones 
interagissent avec l’ADNp et (ii) les charges de l’ADNp ont été neutralisées, donc qu’il 
est probablement condensé. Toutefois, ils possèdent des efficacités de transfection 
différentes qui sont indépendantes de leur niveau de galactosylation, mais probablement 
la résultante de la propriété intrinsèque de chaque histone. Cette étude démontre qu’il est 
possible de modifier une protéine vectrice de l’ADNp pour permettre de cibler un 
récepteur à la surface cellulaire.  
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En 1998, Fominaya et al. ont créé une protéine multifonctionnelle composée des 
domaines GAL4, de l’exotoxin A (provenant de Pseudomonas aeruginosa) et du facteur 
de croissance de transformation alpha (TGFα de l'anglais transforming growth factor) 
permettant respectivement la liaison à l’ADNp, l’échappement endosomal et le ciblage 
du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Cette protéine de fusion 
permet de transfecter de manière ciblée les cellules surexprimant l’EGFR, mais la poly-
L-lysine doit être ajoutée pour condenser l’ADNp et ce système ne permet pas un 
échappement endosomal optimal; en effet le traitement des cellules avec de la 
chloroquine augmente l’efficacité de transfection (Fominaya et al., 1998).  
Les nombreuses avancées dans la compréhension des peptides possédant des 
propriétés intéressantes pour la transfection a permis l’élaboration de protéines multi-
domaines capables de s’affranchir de toutes les barrières cellulaires empêchant le 
transfert de gènes exogènes. L’équipe du Dr Hatefi a développé plusieurs protéines 
multifonctionnelles et étudient la fonctionnalité de tous les peptides fusionnés. Tout 
d’abord, ils créent la protéine (KH)6-FGF2, qui est le résultat de la fusion du peptide 
KHKHKHKHKHKHKK, dont les lysines et les histidines permettent respectivement 
l’interaction avec l’ADNp et l’échappement endosomal, avec le facteur de croissance 
des fibroblastes 2 (FGF2) qui lui confère la propriété de ciblage du récepteur des 
facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR) (Hatefi et al., 2006). Le peptide (KH)6 
contient 40 % d’histidines, car il a déjà été démontré par Midoux et al. que l’efficacité 
de transfection de la polylysine pouvait être améliorée grâce à la substitution d’une 
partie des lysines par des histidines et que celle-ci était optimale lorsque 38 % des 
lysines sont substituées (Midoux and Monsigny, 1999). Lors de l’étude de Midoux et 
al., les histidines permettent d’améliorer l’échappement endosomal des complexes 
ADNp:polylysine grâce à leur protonation à pH légèrement acide (le pKa de leur 
groupement imidazole étant égal à 6,04). La protéine (KH)6-FGF2 permet l’expression 
du transgène par 15 à 41 % des cellules dans trois lignées cellulaires eucaryotes 
différentes. Il est à noter que le FGF2 contient intrinsèquement un motif NLS (Sheng et 
al., 2004) et que son interaction avec son récepteur induit la prolifération des cellules 
(Peyrat et al., 1992). Dans cette première étude, seule l’interaction avec l’ADNp et 
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l’induction de la prolifération ont été vérifiées, cette dernière démontrant l’exposition du 
FGF2 à la surface des protéiplexes, l’interaction avec le récepteur FGFR et la 
fonctionnalité du FGF2 même après sa fusion avec le peptide (KH)6. En 2009, la même 
équipe a développé une autre protéine recombinante contenant les peptides µ (décrit 
dans la partie II.4.1.1), TP (développé par (Dane et al., 2006) pour cibler les cellules 
cancéreuses ZR-75-1), 5HYWG (développé par (Midoux et al., 1998) dérivé de HA2) et 
un motif NLS provenant du VIH-1 permettant respectivement la condensation de 
l’ADNp, le ciblage du récepteur, l’échappement endosomal et la translocation nucléaire 
(Mangipudi et al., 2009). Cette protéine permet de transfecter les cellules ZR-75-1 grâce 
à la condensation de l’ADNp en nanoparticules ayant un diamètre de 60 à 70 nm, qui 
entrent dans les cellules grâce au domaine de ciblage TP et possèdent la capacité de 
s’échapper des endo-lysosomes. Toutefois, plus de 2200 protéines vectrices par 
molécule d’ADNp sont nécessaires pour atteindre l’expression du transgène par les 
cellules transfectées. Ces deux études démontrent qu’une protéine recombinante 
résultant de la fusion de peptides peut transfecter des cellules de manière ciblée et que 
chaque domaine de la protéine remplit sa fonction même lorsque ceux-ci sont organisés 
de manière linéaire. Par contre les quantités de protéines nécessaires afin d’obtenir 
l’expression du transgène sont encore très élevées. 
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6. Description du système de transfection ciblée basé sur 
l’utilisation du système E/Kcoil 
La transfection transitoire à grande échelle nécessite l’utilisation de procédés peu 
coûteux, reproductibles et simples d'utilisation. Considérant que l’ADNp vectorisé avec 
le polyéthylènimine est acheminé de façon inefficace vers le noyau, et que la forme 
linéaire de ce dernier ne peut être facilement modifiée en vue de l’optimiser, le 
développement de nouvelles techniques de transfert de gènes est devenu un enjeu 
important dans le domaine des biotechnologies. Les virus ont évolué pour permettre 
l’infection et le transfert de leurs gènes dans le noyau de leurs cellules hôtes. En effet, 
les virus ont développés des mécanismes leur permettant de franchir les barrières 
cellulaires, comme par exemple la forte affinité de liaison de l’adénovirus pour les 
récepteurs du virus de Coxsackie et d’adénovirus (CAR) exprimés naturellement à la 
surface cellulaire (Bergelson et al., 1997; Hong et al., 1997), le virus de la grippe 
capable de s’échapper des endosomes grâce à son peptide fusogénique HA2 (Wagner et 
al., 1992), le virus SV40 qui est acheminé et transloque dans le noyau grâce à un signal 
de localisation nucléaire (Lanford and Butel, 1984). L’efficacité de ces vecteurs est 
démontrée par le fait que souvent une seule particule virale suffit à obtenir l’expression 
du transgène dans la cellule hôte. Les vecteurs viraux, bien que très efficaces, 
engendrent des problèmes de biosécurité, une limitation de la taille de l’ADNp pouvant 
être utilisé et ont un tropisme limité. Toutefois, la compréhension de leurs peptides 
possédant des propriétés utiles pour le transfert de gène a permis le développement de 
vecteurs non viraux pouvant mimer les particules virales. Ces différents peptides 
d’origine virale ont déjà été à l’origine de protéines multifonctionnelles, possédant 
toutes les propriétés pour permettre le transfert de gène. Toutefois la quantité de 
protéines nécessaire pour aboutir à la transfection est très élevée et engendrerait des 
coûts bien trop importants pour permettre leur utilisation dans des procédés de 
production à grande échelle. 
Dans cette étude, nous avons développé un nouveau système de transfection 
ciblée, basé sur l’utilisation du système E/Kcoil. Ce nouveau système de transfection 
nécessite la modification de la lignée cellulaire hôte qui exprime un récepteur fusionné 
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au Kcoil et une protéine ayant la propriété d’interagir avec l’ADNp fusionnée avec le 
Ecoil. La forte affinité du Ecoil envers le Kcoil va favoriser l’interaction du récepteur 
avec la protéine complexée avec l’ADNp. Le ciblage d’un récepteur à la surface 
cellulaire doit permettre d’utiliser les propriétés intrinsèques de celui-ci, comme par 
exemple l’EGFR qui possède la capacité de router vers le noyau et de passer à travers la 
membrane nucléaire (Lin et al., 2001; Marti et al., 1991). L’utilisation d’un récepteur 
routant vers le noyau pourrait permettre d’éviter la voie classique de l’endocytose 
aboutissant en la séquestration de l’ADNp dans les endosomes et sa dégradation 
subséquente par la voie lysosomale. La combinaison de l’utilisation d’une voie d’entrée 
dans la cellule avec la possibilité de pouvoir modifier le vecteur de l’ADNp aisément 
pourrait permettre d’optimiser chaque étape impliquée lors du transfert de gène et ainsi 
réduire les quantités d’ADNp et surtout de protéines à utiliser pour aboutir à 
l’expression du transgène. 
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6.1. Description du nouveau système de transfection  
La protéine vectrice de l’ADNp choisie pour cette étude est la protéine 
HMGB1 (décrite dans la partie II.6.2). HMGB1 a été fusionnée avec le Ecoil, puis elle a 
été produite et purifiée avant d’être mélangée avec l’ADNp (Figure II-3) afin de former 
des protéiplexes. Les protéiplexes ont ensuite été ajoutés sur des cellules exprimant le 
récepteur Cluster de différenciation 4 (CD4) fusionné à son extrémité C-terminale avec 
la GFP et à son extrémité N-terminale avec le Kcoil. Le couple E/Kcoil devrait 
permettre l’attachement et l’internalisation des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 
via le récepteur K5-CD4-GFP. Ce nouveau système de transfection sera appelé TCHE5, 
pour « Transfection Ciblée avec HMGB1-E5 ». 
 
 
Figure II-3. Représentation schématique du nouveau système de transfection basé sur 
l’utilisation du système E/Kcoil. 
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6.2. HMGB1 
HMGB1 a été purifiée pour la première fois dans les années 1970. Sa séquence 
en acides aminés est très conservée au cours de l’évolution : en effet l’identité de la 
séquence entre la protéine humaine (Wen et al., 1989) et des protéines murine et de rat 
est de 99 % (Ferrari et al., 1994; Paonessa et al., 1987). HMGB1 est également connue 
sous le nom d’amphotérine, HMG-1, p30 ou encore SBP-1. Il s’agit d’une protéine de 
215 acides aminés répartis en trois domaines : une boite A, une boite B et une queue 
acidique (Figure II-4). Les boites A et B, situées à l’extrémité N-terminale, sont 
chargées positivement et la queue acidique, qui contient une succession d’acides 
aspartiques et glutamiques, est chargée négativement. La structure tridimensionnelle de 
la protéine dans sa version complète n’a pas encore été résolue, du fait de la charge 
élevée de sa queue acidique rendant la cristallisation de la protéine difficile. La 
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a permis la détermination des 
structures individuelles des boites A (Hardman et al., 1995) et B (Weir et al., 1993). Les 
deux boites ont une structure en L formée par trois hélices α, notées I, II et III, à partir 
de l’extrémité N-ter vers l’extrémité C-ter. L’hélice III constitue la partie longue du L et 
les hélices I et II constituent la partie courte. En 2004, Knapp et al. ont démontré qu’une 
forme tronquée d’HMGB1, contenant uniquement les boites A et B, a une stabilité 
thermique très réduite et que l’ajout d’un peptide correspondant à la queue acidique 
permet de retrouver la thermostabilité d’HMGB1 dans sa version complète (Knapp et 
al., 2004) suggérant que la liaison de la queue acidique avec les boites A et B stabilisent 
la protéine. 
 
  
Figure II-4. Représentation schématique de la structure d’HMGB1. 
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HMGB1 est une protéine nucléaire abondante (~106 molécules par cellule 
eucaryote), ayant la capacité de se lier à l’ADN, grâce à une spécificité de structure mais 
non à une spécificité de séquence. Cette propriété d’interaction avec l’ADN lui est 
conférée par ses boites A et B, chargées toutes deux positivement, par interactions 
électrostatiques avec les charges négatives des groupements phosphates de l’ADN. Les 
acides aminés hydrophobes contenus dans les boites A et B sont aussi impliqués dans 
l’interaction d’HMGB1 avec l’ADN (Ohndorf et al., 1999; Saito et al., 1999; Weir et al., 
1993). HMGB1 possède également deux séquences de localisation nucléaire comprises 
entre les acides aminés 28-44 et 180-185 (Bonaldi et al., 2003). HMGB1 est une 
protéine majoritairement nucléaire, toutefois elle est également présente au niveau du 
cytoplasme et peut être sécrétée. Le déplacement cyclique d’HMGB1 entre le noyau et 
le cytoplasme a été démontré grâce à la surexpression d’une forme d’HMGB1 fusionnée 
avec la GFP à son extrémité C-terminale et l’utilisation de la technique de perte de la 
fluorescence au cours d’un photoblanchiment local (FLIP, de l’anglais Fluorescence 
Loss in Photobleaching) (Pallier et al., 2003). Ces propriétés de liaison à l’ADN et de 
translocation nucléaire font de la protéine HMGB1 une excellente candidate comme 
vecteur d’ADN à des fins de transfection. Toutefois, l’utilisation d’HMGB1 par le passé 
a démontré que les efficacités de transfection sont faibles et que la présence d’ions 
calcium (permettant d’augmenter l’échappement endosomal) est nécessaire pour 
permettre la transfection (Bottger et al., 1998; Haberland et al., 1999; Kim et al., 2008b). 
Lors de ces études les étapes limitantes de la transfection par HMGB1 n’ont pas toutes 
été clairement identifiées. L’étape de formation des protéiplexes a été vérifiée par calcul 
du coefficient de sédimentation, par microscopie électronique (Bottger et al., 1988) et 
par retard de migration de l’ADN sur gel (Bottger et al., 1998; Kim et al., 2008b; Shen 
et al., 2009). L’impossibilité de transfection en absence d’ions calcium suggère que les 
protéiplexes formés avec HMGB1 subissent une dégradation qui survient dans les 
lysosomes. La faible efficacité de transfection d’HMGB1 pourrait aussi être le résultat 
d’une faible capacité de la protéine à interagir avec les membranes cellulaires. Dans le 
cadre de cette étude, ceci serait un avantage, car l’attachement espéré est celui via la 
liaison E/Kcoil et non via l’attachement non ciblé de la protéine vectrice de l’ADNp sur 
la membrane cellulaire.  
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HMGB1 est également connue pour son activité pro-inflammatoire, lorsqu’elle 
est sécrétée de façon active par les monocytes et les macrophages (Abraham et al., 2000; 
Bonaldi et al., 2003; Gardella et al., 2002; Rendon-Mitchell et al., 2003; Sappington et 
al., 2002). En 2003, dans le but d’identifier le domaine minimal d’HMGB1 responsable 
de son activité pro-inflammatoire, la quantité de cytokines sécrétées par des 
macrophages RAW 264.7 a été déterminée après ajout de formes tronquées de la boite B 
d’HMGB1 (Li et al., 2003). Il a été ainsi démontré que la majorité de l’activité 
pro-inflammatoire était contenue dans les 20 premiers acides aminés de la boite B (89-
108). Dans la même étude, les auteurs ont démontré que l’injection d’anticorps 
anti-boite B d’HMGB1 permet de protéger les souris après un choc septique induit par 
injection de lipopolysaccharides ou ligature caecale. Grâce à ces résultats, des formes 
d’HMGB1 tronquées peuvent être développées dans l’optique d’être utilisées in vivo. 
Lors de notre étude, HMGB1 est utilisé in vitro, mais le système de transfection 
développé pourrait servir à produire des protéines utilisées in vivo. Dans ce cas, il serait 
nécessaire de s’assurer que HMGB1 n’est pas présent dans les protéines purifiées ou de 
changer de protéine vectrice de l’ADNp. 
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6.3. Récepteur Cluster de différenciation 4 (CD4) 
Le récepteur CD4 a été largement étudié du fait de son implication dans l’entrée 
du VIH-1. CD4 est exprimé dans les lymphocytes, les monocytes (Stewart et al., 1986), 
les macrophages (Jefferies et al., 1985), les neurones et les cellules gliales (Funke et al., 
1987). Dans les lymphocytes, son internalisation constitutive est bloquée par la présence 
de la tyrosine kinase p56Lck, qui se lie avec le récepteur et le séquestre à la membrane 
cellulaire (Pelchen-Matthews et al., 1995; Shaw et al., 1989). Dans les autres types 
cellulaires, CD4 peut être internalisé de manière constitutive du fait de la non co-
expression de p56Lck (Pelchen-Matthews et al., 1995). Après son internalisation 
constitutive, le récepteur est soit dégradé (Ruegg et al., 1992), soit recyclé à la 
membrane cellulaire (Pelchen-Matthews et al., 1989). 
 
Figure II-5. Représentation schématique du devenir du récepteur CD4. 
En l’absence de p56LCK, le récepteur CD4 est endocytosé de manière constitutive (1) et il peut 
être soit recyclé (2), soit dégradé (3). 
 
Le récepteur CD4 a déjà été surexprimé dans les cellules CHO afin d’étudier son 
assemblage et sa glycosylation (Konig et al., 1989). Il a aussi été montré que la 
transfection transitoire dans les cellules HEK293 d’une forme du récepteur CD4 
tronquée au niveau de l’hélice contenue dans son domaine cytoplasmique et fusionnée à 
son extrémité C-ter avec la GFP était localisée au niveau de la membrane plasmique, 
1 jour post-transfection (jpt) (Paris et al., 2008). Ces résultats suggèrent que sa fusion 
avec la GFP n’affecte pas son routage à la membrane cellulaire et que sa surexpression 
est possible dans les cellules HEK293, ce qui permet son utilisation comme récepteur 
modèle dans cette étude.  
  
43 
 
6.4. Le système E/Kcoil 
Les structures coiled-coil sont des domaines arrangés sous forme d’hélice α 
permettant communément l’interaction entre deux protéines. Ces structures seraient 
présentes dans 10 % des protéines eucaryotes (Liu and Rost, 2001). Le système E/Kcoil 
est basé sur l’utilisation d’heptapeptides, dénotés (abcdefg)n, formant des hélices α qui 
interagissent via des liaisons électrostatiques et stabilisées par un cœur hydrophobe. Les 
positions a et d sont généralement occupées par des acides aminés hydrophobes et les 
autres positions par des acides aminés polaires. La force de liaison de ces peptides peut 
être modulée par le choix des acides aminés les composants, mais également par leur 
nombre de répétitions (De Crescenzo et al., 2003; Litowski and Hodges, 2002).  
Les coils ont déjà été utilisés comme étiquette pour de nombreuses applications 
en biotechnologie, telles que la purification de protéines par affinité (Tripet et al., 1996), 
la détection de protéines par western blot (Boucher et al., 2010), l’induction de l’homo- 
ou l’hétéro-dimérisation d’un récepteur (De Crescenzo et al., 2004), l’immobilisation de 
façon orientée du facteur de croissance épidermique (EGF) sur une surface (Boucher et 
al., 2009) ou le changement de tropisme d’un vecteur adénoviral (Zeng et al., 2008). En 
2011, l’équipe de Yano (Yano and Matsuzaki, 2011) a développé une méthode de 
marquage afin de suivre un récepteur lors de son internalisation, nommée coiled-coil 
tag-probe labelling. Cette méthode consiste en la formation de structure coiled-coil 
hétérodimérique entre l’étiquette E3 (EIAALKE)3 et la sonde K4 (KIAALEK)4. Ils ont 
démontré lors de cette étude que ni la fusion du Ecoil à l’extrémité N-terminale du 
récepteur adrénergique β2, ni l’ajout de la sonde K4 couplée avec un fluorophore ne 
perturbent l’internalisation du récepteur induite par son agoniste l’isoprenaline. 
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Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser les coils synthétiques E5 
(EVSALEK)5 et K5 (KVSALKE)5 développés par Chao et al., en 1996 (Chao et al., 
1996) (Figure II-6). Il est à noter que la notation de ces peptides commence par la 
position g. Les acides glutamiques et les lysines permettent les interactions 
électrostatiques; les valines et leucines constituent le cœur hydrophobe. La sérine en 
position c augmente la solubilité, car il s’agit d’un petit résidu polaire. L’association du 
couple E5/K5 est rapide (kass = 3,2 × 106 M-1s-1) et sa dissociation lente (kdiss = 2 × 
10-4 s-1) (De Crescenzo et al., 2003). L’affinité du couple E5/K5 (constante de 
dissociation à l’équilibre, KD = 63 pM) est plus élevée que celle d’un couple classique 
ligand/récepteur, comme par exemple le couple EGF/EGFR (KD = 175 nM) (Dawson et 
al., 2005) ou  HMGB1/récepteur pour les produits finaux de glycation avancée 
(HMGB1/RAGE, KD entre 5 et 13 nM) (Hori et al., 1995; Tae et al., 2013). 
L’attachement des coils sur la protéine transfectrice et sur le récepteur ciblé possède 
l’avantage majeur de pouvoir utiliser n’importe quelle protéine et n’importe quel 
récepteur en s’affranchissant de l’affinité protéine/récepteur. 
 
  
Figure II-6. Représentation en roue hélicoïdale de l’hétérodimère E5/K5, dans 
laquelle une heptade est représentée en coupe. 
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III. OBJECTIFS DE LA THÈSE 
 
L’objectif principal de cette thèse consiste en l’évaluation du potentiel du ciblage 
d’un récepteur pour la transfection de cellules de mammifères avec des protéines 
vectrices de l’ADNp. Notre hypothèse est que le ciblage d’un récepteur pourrait 
permettre de réduire les quantités de protéines et d’ADNp nécessaires afin de permettre 
une expression efficace du transgène. 
 
Les objectifs spécifiques de cette étude sont : 
 
- Développer un nouveau système de transfection ciblé, basé sur l’utilisation 
du système E/Kcoil (Chapitre V.1) 
 
- Caractériser le nouveau système de transfection (Chapitre V.2) 
 
- Optimiser le système en étudiant l’effet de la condensation de l’ADNp 
(Chapitre V.3) et de l’ajout d’un peptide espaceur entre la protéine vectrice 
de l’ADNp et le coil permettant le ciblage (Chapitre V.4) 
 
- Développer une protéine vectrice de l’ADNp multifonctionnelle et évaluer 
son potentiel pour la transfection ciblée (Chapitre V.5)  
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IV. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Plasmides 
Les plasmides utilisés dans cette étude sont tous dérivés du plasmide pTT 
(Durocher et al., 2002). Ce plasmide contient des séquences nécessaires pour son 
amplification dans les bactéries : une origine de réplication bactérienne (pMB1, 
permettant la réplication du plasmide par la machinerie des bactéries), un gène de 
résistance à l’ampicilline (la β-lactamase, permettant la sélection des bactéries contenant 
le plasmide à amplifier) sous le contrôle d’un promoteur bactérien (permettant 
l’expression du gène dans les bactéries). Pour la production de protéines recombinantes 
dans les cellules de mammifères, ce plasmide contient également un promoteur fort, le 
CMV5, en amont de la séquence codant le transgène (permettant l’expression dans les 
cellules de mammifères), une séquence polyA (permettant d’augmenter la stabilité des 
ARN messagers), et l’origine de réplication épisomale du virus d’Epstein Barr (OriP, 
pour permettre la réplication du plasmide dans les cellules de mammifères surexprimant 
l’antigène nucléaire 1 du virus d’Epstein Barr).  
Les plasmides déjà utilisés dans la littérature ne seront pas détaillée ici : pTT/GFP 
(Durocher et al., 2002), pTT/CD4-GFP (initialement nommé pTT/hCD4-GFP) et 
pTT/BFP (Carpentier et al., 2007), pTT/SP-E5-RFP (Fortier et al., 2013). Compte tenu 
du nombre de plasmides construits et de la grande variété des stratégies clonales 
utilisées, l’obtention de chaque plasmide ne sera que brièvement décrite. Toutefois, le 
tableau II représente les stratégies clonales utilisées, le tableau III représente les amorces 
utilisées. Les séquences codantes contenues dans les plasmides ne sont pas présentées 
dans cette thèse, mais toutes les séquences en acides aminés sont représentées dans le 
tableau A en annexe. 
Toutes les enzymes de restriction, polymérases, tampon de réaction, le mélange de 
dinucléotide (dNTP) proviennent de l’entreprise New England Biolabs, Inc (Pickering, 
ON). 
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Tableau II. Liste des stratégies de clonage utilisées pour les constructions 
plasmidiques. 
 
Plasmide 
Insert 
Vecteur Sites d’insertion Séquence Origine 
pTT/SP-HMGB1 
Peptide signal de 
sécrétion de 
l’interleukine 2 
(SP, P60568§) + 
ADNc d’HMGB1 
(P09429§) 
GeneART* pTT EcoRI et BamHI 
pTT/HMGB1 HMGB1 
pTT/SP-HMGB1 
amplifié par PCR avec 
les amorces OYD228 et 
OYD229 
pTT EcoRI et BamHI 
pTT/HMGB1-E5 E5 GeneART* pTT/HMGB1 BstEII et BamHI 
pTT/K5-CD4-GFP IL2SP-K5 GeneART* 
pTT/hCD4-GFP 
(Carpentier et al., 
2007) 
EcoRI et PciI 
pTT/K5-CD4-BFP BFP pTT/BFP  (Carpentier et al., 2007) pTT/K5-CD4-GFP 
XbaI et 
BamHI 
pTT/HMGB1ab Boites A et B d’HMGB1 
pTT/SP-HMGB1 
amplifié par PCR avec 
les amorces OYD228 et 
OYD232 
pTT BamHI et EcoRI 
pTT/SP-HMGB1ab SP + boites A et B d’HMGB1 
pTT/SP-HMGB1 
amplifié par PCR avec 
les amorces OEL27 et 
OYD18 
pTT BamHI et EcoRI 
pTT/HMGB1ab-E5 E5 
pTT/SP-HMGB1 
amplifié par PCR avec 
les amorces OYD228 et 
OYD232 
pTT/HMGB1ab BamHI et BstEII 
pTT/SP-HMGB1ab-E5 Boites A et B d’HMGB1 
pTT/HMGB1ab-E5 
digéré avec NheI et 
BglII 
pTT/SP-HMGB1 NheI et BglII 
pTT/HMGB1-FL-E5 Peptide espaceur flexible 
pTT/HMGB1-E5 
Amplification par PCR 
avec les amorces 
OEL47 et OG125 
pTT/HMGB1-E5 BglII et BstEII 
pTT/HMGB1-RL-E5 Peptide espaceur 
rigide 
pTT/HMGB1-E5 
Amplification par PCR 
avec les amorces 
OEL48 et OG125 
pTT/HMGB1-E5 BglII et BstEII 
pTT/SP-HMGB1ab-FL-E5 Peptide espaceur flexible 
pTT/SP-HMGB1ab-E5 
Amplification par PCR 
avec les amorces 
OEL47 et OG125 
pTT/SP-HMGB1ab-E5 BglII et BstEII 
pTT/SP-HMGB1ab-RL-E5 Peptide espaceur 
rigide 
pTT/SP-HMGB1ab-E5 
Amplification par PCR 
avec les amorces 
OEL48 et OG125 
pTT/SP-HMGB1ab-E5 BglII et BstEII 
pTT/ERNKG RNKG GeneWiz** pTT/SP-E5-RFP (Fortier et al., 2013) 
SgrAI§§ et 
BamHI 
 
* GeneART (Regensburg, Allemagne), ** GeneWiz (South Plainfield, NJ), § Numéro des 
séquences UniProt sur le serveur d’ExPASy, §§ SgrAI est contenu dans la séquence codante de la RFP. Le 
nombre d’unités d’enzyme utilisées pour digérer 1,5 µg d’ADNp est noté entre crochets. 
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1.1. Digestion enzymatique des plasmides 
Lors d’une digestion enzymatique, l’ADN est clivé par des enzymes de 
restriction au niveau leurs sites de reconnaissance spécifiques. La réaction de digestion a 
été réalisée pendant 6 à 8 h, à la température et dans le tampon NEBuffer recommandés 
pour chaque enzyme de restriction par le fournisseur. Les plasmides ont été digérés dans 
un volume final de 10 µL contenant 1,5 µg de plasmide à digérer, 1 µL de chaque 
enzyme de restriction et de façon optionnelle, lorsque recommandé par le fournisseur, de 
l’albumine de sérum bovin (BSA). Pour les enzymes BamHI, EcoRI et XbaI, 1 µL 
correspond à l’ajout de 20 unités d’enzymes et pour BglII, BstEII, NheI, PciI etSgrAI à 
10 unités. Dans le but d’identifier le fragment utilisé comme vecteur ou insert, l’ADNp a 
été séparé par électrophorèse sur un gel d’agarose 1 %, contenant 12 µg de bromure 
d’éthidium (BET), dans du tampon Tris-borate-acide éthylène diamine tétra acétique 
(TBE), pendant 30 min à 200 V, avec comme référence un marqueur de poids 
moléculaire (1 kb DNA ladder, Invitrogen). La bande correspondant au fragment 
d’intérêt a ensuite été découpée à l’aide d’un scalpel et a été purifiée grâce à la trousse 
QIAEXII gel extraction (Qiagen), en suivant les recommandations du fournisseur.  
1.2. Amplification par réaction en chaîne par polymérase (PCR) 
La PCR est une méthode d’amplification d’ADN in vitro permettant d’obtenir un 
grand nombre de copies. Chaque cycle contient trois étapes : la première consiste en la 
dénaturation, c'est-à-dire à la séparation des deux brins de l’ADN, la deuxième permet 
l’hybridation des amorces sur la matrice d’ADN et la troisième consiste en l’élongation 
grâce à une ADN polymérase. Chaque nouveau fragment amplifié pourra par la suite 
servir à son tour de matrice. En d’autres termes, cela signifie que si on effectue 40 
cycles, pour chaque matrice on peut obtenir en théorie 240 copies (soit 1,1 × 1012 
copies). 
Les amorces utilisées sont référencées dans le tableau III. Le mélange réactionnel 
a été effectué sur glace et contient 25 ng de matrice d’ADNp, 20 pM de chaque amorce, 
une unité de VentR® DNA polymerase, un mélange de dNTP avec une concentration 
finale de chaque dinucléotide égale à 10 µM, du tampon ThermoPol® Reaction Buffer 
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(20 mM de Tris-HCl, 10 mM de (NH4)2SO4, 10 mM de KCl, 2 mM de MgSO4, 0,1 % de 
Triton® X-100), le volume final était de 50 µL. La dénaturation initiale est effectuée à 
94°C pendant 5 min, suivie de 40 cycles de dénaturation (30 s à 94°C), hybridation (30 s 
à 55°C), élongation (2 min à 72°C), suivie d’une élongation finale de 7 min à 72°C. 
L’ADN amplifié a ensuite été purifié grâce à la trousse QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen, Mississauga, ON), en suivant exactement le protocole du fournisseur. 
 
Tableau III. Liste des amorces utilisées. 
 
Les séquences reconnues par les enzymes de restrictions sont indiquées par des caractères gras, 
soulignés. * site reconnu non contenu dans l’amorce, mais contenu dans le fragment amplifié. 
 
 
 
 
 
Nom de 
l’amorce 
Séquence de l’amorce 
Enzymes de 
restriction 
utilisées 
OEL27 AAGGGAGGATCCTCAGCTGCCGCTAAGCTTCTTCTTC BamHI 
OEL47 
AAAAAAGGTCACCGCTCCAGCACCTGCTCCAGCACCTGCTCC
AGCACCTGCTCCAGCACCTGCTCCAGCACCTGCGGTGTCCTCT
GGCTCTGGCGGAGGCGAGGTC 
BstEII 
OEL48 
AAAAAAGGTCACCGTCACCGGAGGAGGAGGGTCCGGAGGAG
GAGGATCAGGAGGAGGAGGGTCTGGAGGAGGAGGATCAGCG
GTGTCCTCTGGCTCTGGCGGAGGCGAGGTC 
BstEII 
OG125 
ACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACGGATCGATCCTCTAGCTA
GAGATCTCC 
BglII 
OYD18 CCCTACACTTGAGTGACAATGAC 
EcoRI (en 
aval*) 
OYD228 CTAGAATTCGGCCGGCATGGGCAGCAG EcoRI 
OYD229 TCATGATCAGGATCCGGTGACCCCCTCGTCGTCGTCGTCCTC BclI 
OYD232 TCATGATCAGGATCCGGTGACCCGGTAGGCGGCAATG BclI 
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1.3. Digestion enzymatique des produits de PCR 
Les fragments amplifiés par PCR ont été digérés par digestion enzymatique 
pendant une nuit, à la température et dans le tampon NEBuffer recommandés pour 
chaque enzyme de restriction par le fournisseur. Les fragments amplifiés ont été digérés 
dans un volume final de 50 µL contenant 40 µL de produit de PCR purifié, 1 µL de 
chaque enzyme de restriction et de la BSA quand recommandé par le fournisseur. Les 
inserts ainsi digérés ont été purifié à l’aide de la trousse QIAEXII gel extraction, en 
suivant les recommandations du fournisseur. 
1.4. Ligation 
Les vecteurs et les inserts ont été ligués, car ils ont été digérés avec des enzymes 
de restrictions compatibles ayant créé des extrémités cohésives. Les ligations ont été 
réalisées dans un volume finale de 10 µL, contenant 200 unités de T4 DNA ligase, du 
tampon T4 DNA ligase (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM de 
dithiothréitol, DTT). Lorsque l’insert était un produit de PCR, 4 µL d’insert purifié ont 
été ligués avec 1 µL de plasmide digéré et purifié. Pour les plasmides issus de la ligation 
de deux parties d’ADNp, 1,5 µL de vecteur a été ajouté à 7 µL d’insert. La ligation a été 
effectuée pendant 1 h à température ambiante. 
1.5. Amplification des plasmides 
Les plasmides ont été amplifiés dans la souche thermocompétente E. coli DH5α, 
50 µL de bactéries ont été ajoutées sur 25 ng de plasmide pTT, qui contient le gène de 
résistance à l'ampicilline, puis elles ont été incubées 30 min sur glace. Le choc 
thermique a été effectué pendant 1 min à 42˚C, suivi d'une incubation de 2 min sur 
glace. 5 µL et 10 µL de bactéries transformées ont été étalées sur milieu Circlegrow 
(40 g/L, MP Biomedicals) avec ampicilline (0,1 mg/mL, Sigma) et agar (15 g/L, Difco) 
puis incubées à 37°C durant la nuit, afin de permettre la formation de colonies. 
Une culture de 100 mL de milieu Circlegrow (MP Biochemicals, Solon, OH) 
supplémentée avec de l’ampicilline (100 µg/mL, Sigma) a été ensemencée par une 
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colonie de bactéries transformées et incubée à 37°C sous agitation à 250 rpm pour la 
nuit. Les plasmides ont été purifiés en utilisant les kits Maxi-Prep (Qiagen), en suivant 
les instructions du fournisseur. Toutes les concentrations des ADNp ont été déterminées 
par mesure de l’absorbance à 260 nm à l’aide d’un Nanodrop ND-1000 (Thermo 
Scientific). La pureté de l’ADNp purifié a été déterminée par le ratio 260/280 et se 
situait entre 1,80 et 1,95 pour tous les plasmides utilisés. Tous les ADNp ont été 
également analysés par migration sur gel d’agarose, afin de vérifier leur intégrité et la 
prépondérance de la forme superenroulée. Toutes les séquences codant pour les 
protéines ou les récepteurs utilisées dans cette étude ont été vérifiées par séquençage 
(plateforme génomique de l’IRIC, Montréal, QC). 
 
2. Culture cellulaire 
Les cellules embryonnaires rénales humaines (HEK293-6E, qui seront nommées 
ici 293) et les cellules ovariennes de hamster chinois (CHO3E7, qui seront nommées ici 
CHO) utilisées dans cette étude surexpriment de façon stable une forme tronquée mais 
fonctionnelle l’antigène nucléaire 1 du virus d’Epstein Barr (EBNA1). Les deux lignées 
cellulaires sont maintenues en suspension dans un milieu sans sérum FreeStyleTM 17 
(F17, Invitrogen, Burlington, ON) supplémenté avec 0,1 % de Pluronic® F-68 
(Invitrogen) et 4 mM de L-glutamine (Sigma). Le milieu de culture des cellules 293 
contient également 25 µg/mL de généticine (G418, Multicell). Les cellules ont été 
maintenues à une densité entre 0,1 et 2 × 106 cellules viables par mL en flacon ventilés 
sous agitation à 120 rpm, dans un incubateur humidifié à 37°C avec 5 % de CO2. La 
densité et la viabilité cellulaire a été déterminée à l’aide d’un compteur automatique 
Cedex Innovatis (Roche, Laval, QC). La mesure de la viabilité est basée sur le comptage 
des cellules ayant incorporé le bleu trypan. Les cellules vivantes, ayant une membrane 
intacte, excluent le bleu trypan qui est une macromolécule anionique. Toutes les 
mesures de densité cellulaire et de viabilité sont basées sur l’acquisition de 16 images. 
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3. Élaboration de la lignée stable exprimant le K5-CD4-GFP 
Les cellules 293 ont été transfectées avec de la 293fectinTM (Invitrogen) en suivant 
les recommandations fournies par le manufacturier. Dans un premier temps, 4 µL de 
293fectin ont été dilués dans un volume final de 100 µL de milieu F17, puis incubés 
5 min à température ambiante. Ensuite, 2 µg de plasmide pTT/K5-CD4-GFP ont été 
dilués dans 100 µL de milieu F17. La dilution d’ADNp a été ajoutée à la dilution de 
l’agent cationique lipidique et mélangé délicatement à l’aide d’un vortex. Le mélange a 
ensuite été finalement incubé 20 min à température ambiante avant addition goutte à 
goutte sur 1,8 mL de cellules 293, à une densité en cellules viables de 
1,1 × 106 cellules/mL. Les cellules ont été alors incubées 6 h à 37°C avant de subir un 
changement complet de milieu, afin de réduire l’effet cytotoxique de la 293fectin. Les 
cellules ont été maintenues en suspension pendant 10 jours, sans sélection. Puis, les 
cellules ont été mises en culture statique après ensemencement en milieu semi-solide 
CloneMatrix methylcellulose XL (Genetix, Boston, MA) dilué deux fois dans du milieu 
F17-AGT 2× (Invitrogen) et supplémenté avec 4 mM de L-glutamine comme 
précédemment décrit (Caron et al., 2009). La densité cellulaire lors de l’ensemencement 
était de 750 cellules par mL dans un volume final de 5 mL par puit dans une plaque à 6 
puits, ce qui permet d’isoler les cellules et ainsi d’obtenir une lignée monoclonale. 
Les cellules ont été incubées pendant 7 à 15 jours, afin d’obtenir des colonies de 
taille suffisante pour permettre leur expansion rapide. Les colonies exprimant la GFP 
ont été repiquées à l’aide du Quixell micromanipulator (Stoelting, Wood Dale, IL 
(Caron et al., 2000)). L’expansion des clones en plaque à 96 puits jusqu’en plaques à 12 
puits a été effectuée en culture statique. À l’échelle de plaque à 6 puits, les cellules ont 
été mises en culture agitée.  
 
Figure IV-1. Exemple de colonie repiquée avec le Quixell. 
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4. Expression et production des protéines recombinantes 
Toutes les protéines ont été produites par expression transitoire dans 450 mL de 
cellules CHO-3E7, à la densité cellulaire comprise entre 1,5 et 2 × 106 cellules/mL. Il a 
déjà été démontré qu’une partie de l’ADN codant la protéine à produire pouvait être 
remplacée par un ADN non codant appelé ADN de remplissage (Carpentier et al., 2007; 
Rajendra et al., 2012). Le remplacement de 83 % de l’ADN codant pour la GFP par de 
l’ADN de remplissage entraine une diminution du pourcentage de cellules exprimant la 
GFP de seulement 4 à 12 %, en fonction de la lignée cellulaire transfectée. Il a déjà été 
démontré dans le laboratoire que l’expression de la protéine kinase B (PKB, également 
connue sous le nom AKT) conjointe à l’utilisation d’acide valproïque (VPA) permettait 
d’augmenter les rendements de production d’une protéine sécrétée (brevet CA 2722835 
A1). Les histones acétylés et désacétylés sont associés respectivement aux régions 
transcriptionnellement actives et inactives de la chromatine. En effet, l’acétylation des 
résidus de lysine en position N-terminale des histones neutralise leurs charges positives 
et ainsi diminue l’affinité des histones pour l’ADN. Le décrochage des histones, après 
leur acétylation, de l’ADN permet de favoriser l’accès de la région promotrice du gène à 
l’ARN polymérase et les facteurs de transcription. Il a déjà été démontré que les 
inhibiteurs des histones désacétylases, dont fait parti le VPA ou encore le butyrate de 
sodium, augmente l’expression d’un transgène après la transfection transitoire ou stable 
des cellules de mammifères (Backliwal et al., 2008; Gorman et al., 1983; Nan et al., 
2004).  
Les cellules CHO ont été transfectées avec un mélange d’ADNp contenant 50 % 
du plasmide codant pour la protéine à produire, 15 % de pTT/AKT, 5 % de pTT/GFP et 
20 % d’ADN de sperme de saumon (ssDNA, Sigma). Le ssDNA étant utilisé comme 
ADN de remplissage. Le plasmide pTT/GFP permet la vérification de la transfection des 
cellules. Un total de 375 µg d’ADNp et 3,6 mg de polyéthylènimine “Max” (LPEImax, 
40 kDa, Polysciences) ont été dilués séparément dans 25 mL de F17. La dilution de 
LPEImax a été ajoutée à la dilution d’ADNp, les deux solutions ont été mélangées à 
l’aide d’un vortex, puis ont été incubées 10 min à température ambiante, avant ajout sur 
les cellules. Un jour après transfection, 0,5 mM de VPA (Sigma) et 1 % tryptone N1 
(poids/volume, p/v, TN1, Organotechnie France) ont été ajoutés dans le milieu de 
culture. L’ajout de TN1 a déjà été démontré comme permettant l’augmentation des 
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rendements produits par les cellules 293 (Pham et al., 2003). Deux jours après la 
transfection, le pourcentage de cellules exprimant la GFP et le pourcentage de cellules 
individuelles vivantes ont été vérifiés grâce à une analyse par cytométrie en flux. 
5. Purification des protéines recombinantes 
Lorsque les protéines ont été produites intracellulairement, les cultures cellulaires 
ont été récoltées deux jours après transfection, puis centrifugées 20 min à 3300×g. Le 
culot cellulaire a ensuite été lysé dans 100 mL de tampon phosphate salin ne contenant 
pas d’ion calcium, ni d’ion magnésium (DPBS, Hyclone) contenant 1 % de NonidetTM P 
40 (NP40, volume/volume, v/v, Fluka) et deux tablettes de CompleteTM EDTA-Free 
(Roche), pendant 30 min sur glace avec mélange par vortex toutes les 5 min. L’acide 
éthylène diamine tétraacétique (EDTA) est proscrit lors de la méthode de purification 
(décrite en détail dans le paragraphe suivant) utilisée, car il risque de chélater les ions 
métalliques. Les protéines produites sous forme sécrétée ont été récoltées 5 jpt. Les 
lysats (protéines intracellulaires) et les surnageants (protéines sécrétées) ont été 
centrifugées pendant 20 min à 3300×g, puis ont été clarifiés avec un filtre 0,45 µm 
(Millipore, Mississauga, ON) et dégazés. 
Toutes les protéines produites contiennent une étiquette décahistidine pour 
permettre leur purification par chromatographie d’affinité avec des ions métalliques 
immobilisés (IMAC) en utilisant la matrice Fractogel® EMD Chelate (EMD-Millipore, 
Bedford, MA), comme décrit dans (Boucher et al., 2008; Tom et al., 2007). Cette 
technique de purification consiste en l’utilisation d’acide iminodiacétique immobilisé 
qui permet de chélater des ions métalliques divalents, tels que les ions cobalt, cuivre, fer 
et nickel. À pH neutre, les ions métalliques divalents et les résidus histidine peuvent 
interagir électrostatiquement. En effet, à pH neutre les ions métalliques divalents sont 
accepteurs d’électrons et l’azote des noyaux imidazole du résidu histidine est déprotoné 
et est ainsi un donneur d’électrons. La force d’interaction peut être modulée par la 
longueur de l’étiquette histidine et par la sélection de l’ion métallique. En effet, les ions 
cobalt et nickel bien qu’ayant une valence égale ne possèdent pas la même force 
d’interaction, le nuage électronique des ions cobalt est moins dispersé que celui des ions 
nickel. L’ion cobalt est généralement utilisé, car il possède une force d’interaction plus 
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faible, de ce fait moins de protéines contaminantes peuvent se lier à la matrice et les 
conditions d’élution sont moins stringentes pour la protéine à purifier. Toutefois, 
certaines protéines sont difficiles à purifier, par exemple à cause d’un encombrement 
stérique autour de l’étiquette histidine, dans ce cas, l’ion nickel est utilisé 
préférentiellement.  
Les colonnes contenant 4 mL de matrice fractogel ont été chargées avec 
cinq volumes de colonne (VC) de chlorure de sodium (NaCl) à 0,5 M, suivit de 4 VC de 
chlorure de cobalt(II) à 200 mM (CoCl2) et 2 VC de NaCl à 0,5 M dont le pH a été 
ajusté à 5. La colonne a ensuite été équilibrée avec 10 VC de DPBS. Les lysats ou 
surnageants cellulaires ont été ensuite appliqués avec un débit maximum de 8 mL/min. 
Un premier lavage a été réalisé à l’aide d’un tampon de lavage contenant 50 mM 
phosphate de sodium, 300 mM NaCl, à pH 7. Afin d’éliminer les protéines 
contaminantes qui auraient pu se fixer par liaison électrostatique, la matrice a été lavée 
avec un deuxième tampon de lavage contenant une faible concentration d’imidazole 
(25 mM). Puis, les protéines ont été éluées par fractions de 500 µL grâce à du tampon 
d’élution contenant 50 mM de phosphate de sodium, 300 mM de NaCl, 300 mM 
d’imidazole, à pH 7. 
Les fractions contenant les protéines d’intérêts ont été identifiées par la méthode 
de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) sauf pour les protéines contenant la RFP (visible à 
l’œil nu). La lecture de l’absorbance a été faite par spectrométrie (SpectraMax 
340PC384, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, logiciel SoftMax® Pro 4.8) à 595 nm. 
Les fractions rassemblées ont ensuite été dessalées sur des colonnes de dessalage 
(Econo-Pac® 10DG desalting columns, Bio-Rad) selon les instructions du fournisseur. 
Les protéines purifiées ont été dosées par mesure de leur absorbance à 280 nm, à l’aide 
du Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Afin d’obtenir la concentration des 
protéines à partir de l’absorbance à 280 nm, les coefficients d’extinction molaire de 
chaque protéine ont été déterminés à l’aide du logiciel ProtParam sur le serveur 
d’ExPASy (http://web.expasy.org/protparam/, ces valeurs sont contenues dans le tableau 
A en annexe). Les protéines purifiées ont été filtrées à 0,22 µm (MillexTM Syringe-
driven Filter unit, 0,22 µm, Millipore), puis stockées sous forme d’aliquotes de 500 µL à 
-80°C.  
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6. Coloration au bleu de Coomassie et immunobuvardage de type 
Western 
6.1. Évaluation de la pureté des protéines purifiées 
Les protéines purifiées ont été diluées dans du tampon NuPage Sample Buffer 4x 
(Invitrogen) contenant 200 mM de DTT (Sigma), puis ont été chauffés pendant 10 min, 
à 70°C. Le DTT est un agent réducteur fort qui permet de réduire les ponts disulfures 
intramoléculaires ou intermoléculaires. Quinze microlitres de protéines purifiées diluées 
ont été ensuite séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide NuPAGE® 
Novex® 4-12 % Bis-Tris Gel (Invitrogen) contenant du laurylsulfate de sodium (SDS-
PAGE), dans du tampon MES SDS Running Buffer 1× (Invitrogen) pendant 45 min à 
200 V. La pureté des protéines a été déterminée par coloration au bleu de Coomassie 
Brilliant Blue R (Sigma). Le gel a été rincé deux fois avec de l’eau Milli-Q pendant 
2 min, avant d’être coloré pendant 15 min avec une solution contenant 0,1 % de bleu de 
Coomassie (p/v), 50 % d’éthanol (v/v) et 10 % d’acide acétique (v/v). Le gel a ensuite 
été rincé deux fois avec de l’eau Milli-Q, puis a été décoloré pendant 3 à 8 h, dans une 
solution contenant 10 % d’éthanol et 7,5 % d’acide acétique. 
L’identité des protéines purifiées a été déterminée, par immunobuvardage de 
type Western. Les protéines ont été transférées sur membrane de nitrocellulose 0,2 µm 
Protan (Schleicher & Schuell), dans un tampon Tris-glycine pendant 50 min à 300 mA. 
Les protéines totales ont été révélées par coloration à l’aide d’une solution contenant 
0,1 % de Rouge Ponceau (Sigma) et 5 % d’acide acétique. La membrane a été décolorée 
dans du tampon phosphate salin (PBS) contenant 0,1 % de Tween-20 (Sigma), puis 
saturée avec une solution de blocage (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), pendant 
30 min, à température ambiante, avant d’être incubées avec un anticorps anti-polyHis 
couplé à la peroxydase (HRP, de 1:4000, A7058, Sigma) ou un anticorps primaire 
polyclonal de lapin anti-HMGB1 (1:1000, ab18256, Abcam) suivit par un anticorps 
secondaire anti-IgG de lapin couplé à la HRP (1:5000, ab6800, Abcam). Pour chaque 
anticorps, la membrane a été incubée pendant 1 h, à température ambiante et les 
anticorps non-liés ont été enlevés par deux lavages à l’eau Milli-Q et un lavage au PBS-
0,1 % Tween de 5 min. Les immunobuvardages ont été révélés avec le réactif 
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Chemiluminescence Blotting Subtrate (Roche Diagnostics) et imagés avec le Kodak 
Digital Science Image Station 440cf (Eastman Kodak, New York, NY). Le marqueur de 
taille Spectra Multicolor Broad Range Protein ladder (Fermentas) a été utilisé pour 
vérifier les poids moléculaires des protéines purifiées. La quantité finale de protéines 
déposées était de 5,25 µg et 0,45 µg par puit respectivement pour les gels révélés par 
coloration au bleu de coomassie et par immunobuvardage de type Western. 
6.2. Évaluation de la dimérisation des protéines 
Les protéines HMGB1 dans leur version complète ou tronquée contiennent des 
cystéines qui pourraient être, dans des situations de mauvais repliements, à l’origine 
d’une multimérisation de celles-ci, par l’intermédiaire de la formation de ponts 
disulfures inappropriés. Lors de la précédente séparation par électrophorèse sur gel 
SDS-PAGE des protéines purifiées (Figure V-4), aucun multimère de protéines n’a été 
détecté, puisque le tampon de charge utilisé contenait du DTT et les échantillons ont été 
chauffés afin de rompre les ponts disulfures. Afin de déterminer si les protéines étaient 
sous forme de mono- ou multi-mères, les échantillons ont été dilués dans du tampon de 
charge NuPage Sample Buffer 4× (i) sans DTT et n’ont pas été chauffés ou (ii) avec 
50 mM final de DTT et chauffés pendant 10 min à 70°C. Les protéines ont été soumises 
à une électrophorèse sur gel SDS-PAGE, puis ce gel a été coloré au bleu de Coomassie, 
comme décrit dans la partie IV.6.1. Le logiciel Image Lab a été utilisé pour déterminer 
la quantité et le poids moléculaire des protéines contenues dans la bande correspondant 
à la forme dimérique de la protéine par rapport à la quantité totale de protéines. 
 
7. Retard de migration de l’ADNp sur gel d’agarose 
L’interaction d’une protéine avec l’ADNp modifie ses propriétés de migration 
dans un gel non dénaturant. La vitesse de migration de l’ADNp lors d’une 
électrophorèse dans un gel d’agarose est dépendante de sa taille, sa charge et sa forme, 
lorsque celui-ci interagit avec une protéine ou un polymère, sa migration est retardée.  
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7.1. Interaction des protéines HMGB1 avec l’ADNp 
7.1.1 Protéines contenant HMGB1 
Des quantités croissantes (1 à 20 µg) d’HMGB1 dans sa version complète ou 
tronquée au niveau de sa queue acidique, fusionnée ou non avec le Ecoil ont été 
mélangées avec 1 µg de plasmide pTT/GFP dans du DPBS, puis le mélange a été incubé 
15 min à température ambiante. Dans le cas de la figure V-19, les protéiplexes ont été 
incubés pendant 5 min additionnelles en présence de 5 mM de chloroquine (Sigma).  
7.1.2 Protéines contenant la RFP 
Des concentrations croissantes de protéines ERNKG ou E5-RFP, de 1,2 à 
36,3 µM (correspondant pour ERNKG respectivement à 1 et 30 µg de protéines par µg 
d’ADNp) ont été mélangées avec 1 µg de plasmide pTT/GFP dans du DPBS, puis le 
mélange a été incubé 15 min à température ambiante.  
7.1.3 Migration sur gel d’agarose 
Quinze microlitres de complexes ADNp:HMGB1 (correspondant à 0,75 µg 
d’ADNp) de chaque mélange de protéiplexes ont été soumis à une électrophorèse dans 
un gel d’agarose 1 % contenant du SYBR Safe 1× (Invitrogen), pendant 30 min à 150 V 
dans un tampon Tris-acétate à pH 7,4 contenant 1 mM d’EDTA (TAE). Les gels ont été 
visualisés avec un transilluminateur UV (ChemiDocTM MP System, Bio-Rad Ltd., 
Mississauga, ON) à l’aide du logiciel Image LabTM (Bio-Rad). 
7.2. Stabilité des protéiplexes en présence d’héparine 
Une approche couramment utilisée pour évaluer la stabilité de complexes entre 
un agent de transfection et l’ADNp consiste en un test de compétition avec l’héparine. 
L’héparine de par ses charges négatives peut entrer en compétition pour son interaction, 
par l’intermédiaire des liaisons électrostatiques avec l’agent de transfection. L’ajout 
d’héparine sur des complexes préformés va ainsi libérer l’ADNp du complexe, la 
quantité d’héparine nécessaire pour déstabiliser le complexe reflétant sa stabilité.   
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Des concentrations croissantes d’héparine sodique (Sigma) de 0,1 à 10 mg/mL, 
correspondant à 0,1 à 10 µg par µg d’ADNp, ont été incubées pendant 30 min en 
présence des protéiplexes formés, comme décrit dans la partie IV.7.1.1 et IV.7.1.2. Les 
ratios massiques ADNp:protéine de 1:5 ou 1:20 ont été étudiés pour les protéiplexes 
formés avec HMGB1, HMGB1-E5, HMGB1ab ou HMGB1ab-E5. Dans le cas des 
protéiplexes formés avec ERNKG, les ratios massiques ADNp:protéine était de 1:1, 1:5, 
1:10 et 1:20. Les protéiplexes ont ensuite été déposés sur un gel d’agarose à 1 %, puis 
ont été soumis à une électrophorèse de manière identique à celle décrite dans la partie 
IV.7.1.3. 
 
8. Transfection des cellules mixK5 avec le LPEI 
Le PEI linéaire 25 kDa (Polysciences, Inc., Warrington, PA) a été solubilisé à 
1 mg/mL dans de l’eau acidifiée avec de l’acide chlorhydrique (HCl), puis il a été 
neutralisé avec de l’hydroxyde de sodium (NaOH), enfin il a été stérilisé par filtration à 
travers un filtre Stericup®-GP 0,22 µm, contenant une membrane en polyéthersulfone, 
d’un volume de 500 mL, radio stérilisé (Millipore). Les aliquotes de LPEI ont été 
stockées à -20°C. 
Les cellules mixK5 ont été ensemencées 2 h avant la transfection en plaque à 12 
puits. Un microgramme de plasmide pTT/BFP et 3 µg de LPEI ont été séparément 
dilués dans un volume final de 50 µL de milieu F17. La dilution de LPEI a ensuite été 
ajoutée goutte à goutte sur la dilution d’ADN, le mélange a été homogénéisé à l’aide 
d’un vortex, puis a été incubé 10 min à température ambiante. Soixante-quinze pourcent 
de ce mélange ont été ajoutés goutte à goutte sur 1 mL de cellules en phase 
exponentielle de croissance, ayant une densité cellulaire comprise entre 1,5 et 
2 × 106 cellules/mL. 
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9. Transfection des cellules mixK5 avec les protéiplexes 
Les cellules mixK5 ont été ensemencées 2 h avant la transfection en plaque à 12 
puits. Les protéines HMGB1 ou HMGB1-E5 ont été ajoutées directement sur 1,1 µg de 
plasmide pTT/BFP, sans dilution préalable (ni de la protéine, ni de l’ADNp). Ce 
mélange a été homogénéisé par vortex vigoureusement pendant environ trois secondes, 
puis incubé pendant 15 min à température ambiante. Quatre-vingt-onze pourcent de ce 
mélange, qui contient 1 µg d’ADNp, ont été ajoutés sur 1 mL de cellules mixK5 ayant 
une densité cellulaire entre 0,6 et 0,8 × 106 cellules par mL. 
 
10. Traitement des cellules avec la chloroquine 
La chloroquine, dont la structure est représentée dans la figure IV-2, est une 
molécule très utilisée lors des études sur la transfection afin de déterminer ou 
d’améliorer les propriétés d’échappement endosomal d’un agent de transfection. La 
chloroquine est une base faible qui dans sa forme neutre possède la capacité de traverser 
les membranes plasmiques. Toutefois à pH acide, la chloroquine est biprotonée, ce qui 
induit sa séquestration dans les vésicules acides.  
 
 
 
 
Figure IV-2. Structure de la chloroquine. 
 
Le mode d’action de la chloroquine n’est pas encore clairement connu. 
L’hypothèse majoritaire est que la chloroquine pourrait créer, à l’instar du PEI et de son 
effet éponge à proton, une pression osmotique dans les endosomes et induire leur 
rupture conduisant à la libération de l’ADNp dans le cytoplasme (Erbacher et al., 1996; 
Midoux et al., 1993). Toutefois, cette hypothèse n’est pas confirmée et la chloroquine 
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pourrait aussi augmenter le temps de résidence de l’ADN dans l’endosome : (i) en 
empêchant la maturation de l’endosome, grâce à sa protonation, qui tamponnerait le pH 
des vésicules acides et pourrait empêcher l’acidification des endosomes et empêcher 
ainsi leur maturation et leur fusion avec les lysosomes (Mellman et al., 1986; Pouton 
and Seymour, 2001) (ii) grâce à son effet protecteur de l’ADN face aux DNases (Odaka 
and Mizuochi, 1999; Yang et al., 2009). 
 
11. Traitement des cellules avec le chlorate de sodium 
Le chlorate de sodium (NaClO3) inhibe la sulfatation des HSPGs lors de leur 
maturation post-traductionnelle. La sulfatation consiste en l’ajout d’un groupement 
sulfate (SO42-) sur un groupement hydroxyle d’un polysaccharide, d’un résidu tyrosine, 
sérine ou thréonine. Les adénosines 3'-phosphate 5'-phosphosulfate (PAPS) agissent 
comme transporteur des ions sulfates permettant aux sulfotransférases de transférer ces 
ions sur la protéine à sulfater. Le NaClO3 entre en compétition avec les ions sulfates 
pour leur liaison avec l’ATP-sulfurylase, qui est l’enzyme combinant les ions sulfate et 
l’ATP pour former les PAPS (Baeuerle and Huttner, 1986). Le traitement de cellules 
murines Swiss 3T3, avec une faible concentration (5 mM) de NaClO3 n’affecte pas la 
croissance cellulaire, inhibe l’adhésion des cellules sur un support de fibronectine et 
réduit la quantité de sulfate des protéoglycanes à 8 %, comparativement aux 
protéoglycanes des cellules non traitées (Keller et al., 1989). Lors de cette étude, il est 
également démontré que le traitement au NaClO3 diminue la sulfatation des héparanes 
sulfates et également des chondroïtines sulfates. 
Le chlorate de sodium ayant une action lors de la maturation des HSPGs, le 
traitement des cellules est généralement de 24 à 48 h. Les cellules mixK5 ont donc été 
traitées pendant 48 h avec des concentrations de 10 à 100 mM de NaClO3, avant que les 
cellules ne soient utilisées. Afin d’éviter la néosynthèse d’HSPGs sulfatés, les cellules 
ont été transfectées dans le milieu contenant le NaClO3. 
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12. Marquage de l’ADNp 
Lors de cette étude, dans le but de suivre les protéiplexes et les polyplexes, nous 
avons choisi de marquer l’ADNp. Pour des raisons techniques et de matériel de 
détection, nous avions besoin d’un marqueur d’ADN fluorescent émettant dans le rouge 
lointain. Lors d’une étude comparative de différents colorants de l’ADN, il a été 
démontré que le photoblanchiment de la fluorescence de TOPRO®-3 (Invitrogen) est 
très rapide - de l’ordre de 5 à 10 s, celui de TOTO®-3 (Invitrogen) est d’environ 20 à 
30 s et le marqueur DRAQ5 (Pierce) n’est pas blanchi après 10 min (Martin et al., 
2005). Toutefois DRAQ5 est perméable à la membrane cellulaire et excitable à 488 nm, 
la longueur d’onde qui est utilisée pour détecter les récepteurs fusionnés à la GFP, ce 
marqueur ne peut donc pas être utilisé dans cette étude. De ce fait, les ADNp ont été 
marqués avec TOTO-3. Le marqueur TOTO-3 est un intercalant de l’ADN ayant une 
préférence pour les régions CTAG. Il possède également la capacité de marquer les 
ARN cytoplasmiques (Suzuki et al., 1997).  
Le marqueur TOTO-3 a été agité par vortex, puis brièvement centrifugé (5 s, à 
l’aide d’un MyFuge™ Mini, Benchmark Scientific) avant d’être ajouté à 50 µg de 
plasmide pTT/BFP. La concentration du plasmide a été ajustée à 1 mg/mL par ajout 
d’eau Milli-Q stérile. Pour les expériences de capture de l’ADN analysée par cytométrie 
en flux, une molécule de TOTO-3 a été ajoutée pour 84 paires de bases de l’ADNp. 
Lorsque l’ADNp a servi pour les expériences de microscopie confocale, une molécule 
de TOTO-3 a été ajoutée pour 17 paires de bases de l’ADNp. Le fournisseur préconise 
un ajout d’une molécule de TOTO-3 pour cinq paires de bases d’ADN, toutefois cette 
recommandation ne tient pas compte de la séquence nucléotidique de l’ADN, 
notamment du nombre de régions CTAG. À titre informatif le plasmide pTT/BFP 
contient 13 régions CTAG pour une longueur de 6651 paires de bases, ce nombre 
restreint de régions CTAG pourrait être à l’origine de la faible quantité de molécules de 
marqueur nécessaire pour marquer notre ADNp. Le marquage de l’ADN a été effectué 
pendant 1 h, à température ambiante, à l’abri de la lumière. Ces conditions de marquage 
ont été optimisées pour diminuer au maximum le bruit de fond issu de la liaison de 
l’ADN seul sur les cellules 293 et conserver une intensité de fluorescence suffisante 
pour permettre l’identification des complexes contenant l’ADN marqué, grâce à la 
transfection de cellules 293 avec du LPEI (comme décris ci-dessus). Les plasmides 
fluorescents ont été conservés à -20°C, le nombre maximal de cycles de 
décongélation/congélation était égal à 4.  
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13. Cytométrie en flux 
La cytométrie en flux permet une étude multi-paramétrique de cellules 
individuelles entraînées par un flux. La taille des cellules est déterminée par la diffusion 
de la lumière dans l’axe d’un laser, qui correspond au canal forward scatter (FSC). La 
granulométrie des cellules est déterminée par la diffusion de la lumière diffractée à 90° 
de l’axe d’un laser, correspondant au canal side scatter (SSC). La viabilité des cellules 
peut être déterminée par un cytogramme FSC versus SSC, en l’absence de marqueur de 
viabilité. Afin de déterminer la taille et la granulométrie des cellules utilisées dans cette 
étude et ainsi déterminer les barrières d’analyse, des cellules mixK5 ont été transfectées 
avec du LPEI, comme décrit dans la partie IV.8, puis 2 jpt, les cellules ont été 
mélangées avec une concentration finale de 10 µg/mL d’iodure de propidium 
(Molecular Probes). L’iodure de propidium est un agent intercalant de l’ADN. Comme 
il ne possède pas la capacité de traverser la membrane plasmique, il est utilisé en tant 
que marqueur pour évaluer l’intégrité de la membrane plasmique et ainsi estimer la 
viabilité cellulaire. L’iodure de propidium a également été utilisé pour vérifier la 
viabilité des cellules CHO lors des productions des protéines.    
Le pourcentage de cellules fluorescentes et l’intensité moyenne de fluorescence 
par cellule (MFI) ont été déterminés par cytométrie en flux à l’aide des cytomètres 
BDTM LSRII et BD LSRFortessaTM (Becton-Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ). 
L’analyse des données recueillies a été effectuée avec le logiciel BD FACSdiva. Le 
LSRII a servi pour la majorité des expériences, tandis que le LSRFortessa a été utilisé 
seulement pour les expériences contenant la RFP ou le Texas Red. Les cellules positives 
pour la GFP (474/509, excitation/émission maximale en nm), BFP (387/450), RFP 
(583/612) et TOTO-3 (642/660) ont été déterminées grâce aux fluorescences obtenues 
respectivement en utilisant les canaux PerCP-Cy5-5/FITC (pour le LSRII et DAPI/FITC 
pour le LSRFortessa), DAPI/Indo blue, Indo blue/PE-Texas Red et APC-Cy7/APC (les 
cytomètres ayant une configuration standard). Les cellules ont été filtrées à travers un 
filtre de tissu Nitex (Sefar Group) avant l’analyse (afin d’éliminer d’éventuels agrégats 
de cellules), elles sont donc analysées sans changement de milieu. L’analyse a été 
réalisée sur un minimum de 10 000 cellules individuelles vivantes par échantillon.   
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13.1. Immunodétection de la N-sulfatation à la surface cellulaire 
Dans le but de permettre au lecteur de comprendre correctement l’expérience 
réalisée et les conclusions en découlant, les étapes de la synthèse des héparanes sulfates 
sont décrites dans le paragraphe suivant. 
Les héparanes sulfates sont des chaînes linéaires de polysaccharides portés par 
les protéoglycanes. La synthèse des héparanes sulfates commence par l’ajout d’un 
xylose (depuis l’UDP-xylose par une xylosyltransférase) sur un résidu sérine contenu 
dans le protéoglycane (Figure IV-3). La protéine poursuit alors sa maturation dans 
l’appareil de Golgi, les galactosyltransférases I et II ajoutent deux galactoses sur le 
xylose, puis la glucuronosyltransférase ajoute un acide glucuronique (GlcA). Ces 
premières étapes sont communes avec celles rencontrées par les chondroïtines et les 
dermatanes sulfates lors de leurs synthèses. La N-acétylglucosamine (GlcNAc) 
transférase ajoute ensuite un GlcNAc à la suite du GlcA. Ensuite, les exostoses (EXT) 
permettent l’élongation de la chaîne polysaccharidique en ajoutant alternativement une 
succession de GlcA et de GlcNAc. Les étapes suivantes consistent en la sulfatation des 
résidus de sucres. Les sulfatations surviennent dans un ordre bien précis, la N-sulfatation 
est la première. Le résidu GlcNAc est N-déacétylé puis N-sulfaté par une enzyme N-
déacétylase/N-sulfotransférase qui transfert un sulfate à partir du donneur PAPS, 
devenant ainsi un glucosamine N-sulfaté (GlcNS). Par la suite, le GlcA est épimérisé en 
acide iduronique (IdoA) avant qu’il soit sulfaté en position 2-O par une uronosyl-2-O-
sulfotransférase. Ensuite, les 6-O transférases ajoutent un sulfate sur le GlcNS en 
position 6 et enfin les 3-O transférases peuvent ajouter un sulfate supplémentaire en 
position 3 du glucosamine déjà N-disulfaté (pour revues cf : (Berninsone, 2006; Hacker 
et al., 2005; Rops et al., 2004). 
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Figure IV-3. Structure des héparanes sulfates.  
Les chaînes polysaccharidiques des héparanes sulfates sont ajoutées sur le résidu sérine d’un 
protéoglycane. Les premiers résidus ajoutés sont successivement un xylose, deux galactoses et 
un acide glucuronique (comme pour les chondroïtines et dermatanes sulfates). La chaîne 
polysaccharidique est ensuite alongée par l’ajout d’une succession de glucosamines N-acétylés 
et d’acides glucuroniques. Les sulfatations se font selon un ordre bien précis d’abord la N-, puis 
la 2-O-, suivi de la 6-O- et enfin de la 3-O- sulfatation. La N-sulfatation nécessite la 
déactétylation du glucosamine et la 2-O l’épimérisation de l’acide glucuronique en acide 
iduronique. 
Lors du traitement des cellules MDCK avec du NaClO3, l’inhibition de la réaction 
de sulfatation dépend de la position du groupement sulfate ajouté (Safaiyan et al., 1999). 
L’ordre de sensibilité établi étant l’ajout du sulfate en position 6-O, 2-O puis 2-N. En 
effet, si les sulfotransférases possèdent la même affinité pour les PAPS (donneurs des 
sulfates), si la N-sulfatation est inhibée, la 6-O et 2-O ne pourront pas être effectuées. 
L’absence de sulfatation en position 6-O entraîne également une impossibilité de la 
sulfatation en position 2-O. L’ordre séquentiel d’ajout des sulfates pourrait donc 
expliquer l’ordre de sensibilité au NaClO3 observé par Safaiyan et al., qui diminue 
préférentiellement la 6-O-sulfatation, puis la 2-O-sulfatation et enfin la N-sulfatation.   
Afin d’éviter l’internalisation des HSPGs, les cellules ont été gardées sur glace 
pendant toute l’expérience. Les cellules mixK5 ont été ensemencées en plaque à 
12 puits, à raison de 0,15 × 106 cellules/mL, puis elles ont été traitées pendant 2 j avec 
30 mM de NaClO3, avant d’être numérées et incubées avec 0,7 µg/105 cellules 
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d’anticorps murin de type IgM anti-héparane sulfate (clone F58-10E4, Amsbio, 
Cambridge, MA) pendant 1 h, sous agitation à 120 rpm. L’anticorps 10E4 est un 
anticorps monoclonal qui reconnaît un épitope supposé contenir un site N-sulfaté (David 
et al., 1992). Puis, les cellules ont été lavées deux fois dans du DPBS avant l’ajout de 
l’anticorps secondaire anti-IgM de souris couplé au Texas Red (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, #sc-2983). Les cellules ont été relavées trois fois 
dans du DPBS avant d’être analysées par cytométrie en flux à l’aide du BD 
LSRFortessa, en utilisant les canaux FSC/PE-Texas Red (le canal PE-Texas Red utilise 
un laser d’excitation jaune à 461 nm et des filtres d’émissions 600LP, 610/20).  
13.2. Attachement de la E5-RFP déterminé par cytométrie en flux 
Les cellules mixK5 ont été prétraitées ou non avec 30 mM de NaClO3 à la 
densité de 0,15 × 106 cellules/mL, pendant 2 j. Puis, les cellules ont été comptées, 
diluées à 0,6 × 106 cellules/mL avec du milieu F17 froid et incubées sur la glace pendant 
30 min, avant d’être à nouveau incubées pendant 30 min sur la glace avec des quantités 
croissantes d’E5-RFP allant de 0,25 à 25 µg par mL de cellules. Ensuite, 500 µL de 
cellules ont été prélevés puis dilués dans 13 mL de DPBS. Le culot cellulaire obtenu par 
centrifugation à 250×g, pendant 5 min, à 4°C a été resuspendu dans 500 µL de DPBS. 
Les cellules ont ensuite été conservées sur la glace jusqu’à leur analyse par cytométrie 
en flux à l’aide du BD LSRFortessaTM. 
13.3. Affinité de liaison d’E5-RFP sur les cellules 293/K5-CD4-GFP 
Grâce à la fusion de la RFP (rouge) avec le Ecoil, l’affinité de liaison du E5 sur 
les cellules exprimant le récepteur CD4-GFP fusionné avec le Kcoil peut être 
déterminée par cytométrie en flux. La quantification de la fluorescence totale des 
cellules, c'est-à-dire du pourcentage de cellules fluorescentes rouge multiplié par la MFI, 
permet de déterminer la quantité relative d’E5-RFP fixée sur les cellules 
293/K5-CD4-GFP. De ce fait, une courbe de saturation des récepteurs par le ligand 
pourra être réalisée. Lors de l’ajout de concentrations croissantes de ligand, la fixation 
totale sera mesurée, elle correspond à la somme des liaisons dites spécifique et non 
spécifique qui représentent respectivement la liaison de forte affinité entre le ligand et 
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son récepteur et la liaison de faible affinité avec d’autres sites de la membrane cellulaire. 
Cette expérience est généralement réalisée avec des ligands radiomarqués, la liaison non 
spécifique est donc mesurée grâce à l’ajout excessif de ligand froid (non radioactif), qui 
empêchera la liaison du ligand radiomarqué sur les sites de fortes affinités. Lors de notre 
expérience, nous ne pouvons pas déterminer expérimentalement cette liaison non 
spécifique, car notre protéine est fluorescente de manière intrinsèque, elle sera donc 
calculée par le logiciel que nous avons utilisé pour notre analyse. 
La méthode de saturation permet de déterminer la constante de dissociation à 
l’équilibre, qui représente la concentration de ligand nécessaire pour saturer 50 % des 
récepteurs et traduit l’affinité du ligand pour le récepteur (Figure IV-4).  
 
Figure IV-4. Exemple de courbe de saturation d’un récepteur par un ligand. 
La description de la figure est incluse dans le paragraphe la précédent. 
 
Les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été ensemencées à la densité de 
0,5 × 106 cellules/mL dans une plaque à 12 puits, chaque puit contenant un volume de 
950 µL. Les cellules ont ensuite été incubées sur la glace pendant 30 min, avant l’ajout 
de quantités croissantes d’E5-RFP (de 0,01 à 25 µg, correspondant à une concentration 
de 0,3 à 761 nM) diluée dans 50 µL de milieu F17 froid. Après une incubation 
supplémentaire de 30 min sur glace, 500 µL de cellules ont été prélevés puis dilués dans 
13 mL de DPBS. Le culot cellulaire obtenu par centrifugation à 250×g, pendant 5 min, 
  
68 
 
à 4°C a été resuspendu dans 500 µL de DPBS. Les cellules ont ensuite été conservées 
sur la glace jusqu’à leur analyse par cytométrie en flux à l’aide du BD LSRFortessa. La 
courbe de saturation non linéaire d’E5-RFP sur les cellules 293 exprimant le récepteur 
K5-CD4-GFP a été réalisée à l’aide du logiciel GraphPad Prism®. 
13.4. Étude comparative de l’attachement des protéines E5-RFP et 
ERNKG seules ou sous forme de protéiplexes par les cellules mixK5 
Les cellules mixK5 ont été ensemencées en plaque à 12 puits, à la densité 
cellulaire de 0,15 × 106 cellules/mL, puis elles ont été prétraitées ou non avec 30 mM de 
NaClO3, pendant 2 j. Les cellules ont ensuite été incubées en présence de 5 µg de 
protéine ERNKG, correspondant à une concentration de 0,12 µM, pendant 30 min. 
L’excès d’ERNKG non attaché sur les cellules a été enlevé par dilution de 500 µL de 
cellules dans 13 mL de DPBS, suivi d’une centrifugation de 5 min, à 250×g. Le culot 
cellulaire a ensuite été resuspendu dans 500 µL de DPBS. L’attachement d’ERNKG sur 
les cellules mixK5 a été analysé par cytométrie en flux, à l’aide du LSRFortessa. 
L’attachement d’E5-RFP a été étudié avec le même protocole que celui décrit ci-dessus, 
à la seule différence que la concentration de 0,12 µM de protéine E5-RFP correspond à 
l’ajout de 4 µg, la comparaison de la capture d’ERNKG et d’E5-RFP par les cellules 
mixK5 nécessitant l’addition du même nombre de molécules fluorescentes.  
14. Microscopie confocale 
Les localisations subcellulaires ont été déterminées dans des cellules vivantes à 
l’aide d’un microscope confocal FV10i-DOC (Olympus Corp., Tokyo, Japan) équipé 
d’un objectif 60x à immersion à l’huile et d’une chambre d’incubation INUBG2EFV10i 
(Tokai Hit CO., Ltd., Fujinomiya, Japan), qui permet de conserver les cellules à 37°C, 
en atmosphère humide enrichie avec 5 % de CO2. Les cellules ont été déposées 
directement sur des puits de 35 mm possédant un fond en verre (MatTek Corp., 
Ashland, MA). Afin de réduire le temps d’acquisition et la probabilité de mouvements 
des cellules ou au niveau intracellulaire, la vitesse de balayage et la surface d’acquisition 
ont été réduites à 8× et 400 px ×400 px, respectivement. Le FV10i permet à l’utilisateur 
de régler la taille d’ouverture numérique (ON), entre 1× et 2,5×; plus la taille d’ON est 
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petite (ici 1×), plus la résolution est grande. Toutes les images présentées dans cette 
étude ont été prises avec une taille d’ON égale à 1×. Le lecteur est prié de se référer à 
(Piltti et al., 2011) pour une étude détaillée sur les paramètres d’acquisition avec le 
FV10i. Un volume de 200 µL de cellules permet de les déposer sous forme de goutte, 
stabilisée par les tensions de surface (Figure IV-5). Lorsque le volume est réduit la 
suspension de cellules forme une goutte d’eau très bombée, car en contact avec une 
surface hydrophobe. Quand le volume est augmenté, les cellules bougent selon des 
mouvements Browniens. Dans ces deux cas, le déplacement des cellules est trop 
important pour permettre de les imager.  
 
Figure IV-5. Représentation schématique du dépôt des cellules sur une Mat Tek. 
 
14.1. Attachement d’E5-RFP par les cellules exprimant le récepteur 
K5-CD4-BFP 
Dans le but de les discriminer, les récepteurs CD4 et K5-CD4 ont été 
respectivement fusionnés avec les protéines fluorescentes GFP et BFP. Les récepteurs 
K5-CD4-BFP et CD4-GFP ont été exprimés transitoirement dans deux cultures séparées 
de cellules 293, par transfection avec de la 293fectin comme décrit dans la partie IV.3. 
Le pourcentage de cellules exprimant chaque récepteur a été déterminé par cytométrie 
en flux 2 jpt. Les pourcentages de cellules exprimant chaque récepteur étaient différents, 
les cellules ont donc été comptées afin de réaliser un mélange contenant le même 
nombre de cellules exprimant chacun des récepteurs. Dix microgrammes d’E5-RFP ont 
été ajoutés sur 2,5 × 106 cellules viables, puis les cellules ont été incubées pendant 1 h, 
sous agitation à 37°C, avant d’être imagées par microscopie confocale. 
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14.2. Internalisation d’E5-RFP dans les cellules exprimant K5-CD4 
Les cellules parentales 293 ont été mélangées avec des cellules exprimant 
stablement K5-CD4-GFP, selon un ratio 1:1 afin d’obtenir les cellules mixK5. Il est à 
noter que les cellules mixK5 sont maintenues pendant deux semaines avant d’être 
utilisées pour les expériences, afin de permettre une homogénéité de la distribution des 
deux lignées cellulaires et de s’assurer que les cellules étudiées soient exactement dans 
les mêmes conditions de culture. La RFP avec ou sans E5 a été ajouté sur 0,8 × 106 
cellules mixK5, à raison de 10 µg. Puis, les cellules ont été incubées pendant 1 h à 37°C 
sous agitation. Les noyaux des cellules ont été marqués par l’ajout de 10 µg de Hoechst 
33258 (Sigma) directement dans le milieu de culture des cellules, pendant 10 min à 
37°C sous agitation. Le Hoechst, appelé également Bisbenzimide est un intercalant de 
l’ADN, qui se lie au niveau des régions riches en A-T de l’ADN sous forme double brin. 
Il possède la capacité de diffuser à travers les membranes cellulaires, il possède donc la 
capacité de marquer les noyaux des cellules vivantes. Les cellules ont ensuite été 
visualisées par microscopie confocale (comme décrit dans la partie IV.14).   
14.3. Analyse de la colocalisation entre E5-RFP et la partie 
extracellulaire de K5-CD4-GFP 
L’étude de la colocalisation du récepteur K5-CD4-GFP et de la protéine E5-RFP 
a été effectuée dans le but de vérifier l’impact du traitement des cellules mixK5 sur 
l’interaction du couple E/Kcoil. Deux protéines sont dites colocalisées lorsque les 
positions de leurs signaux de fluorescences sont indistinguables sur une image de 
microscopie confocale, c'est-à-dire que la distance entre les deux signaux est inférieure à 
la résolution du système de détection. Différents coefficients peuvent être utilisés pour 
quantifier la superposition des signaux, les coefficients plus utilisés dans le domaine de 
la microscopie étant les coefficients de Pearson et de Manders. Le coefficient de Pearson 
représente la mesure de la corrélation linéaire entre deux variables, sa valeur est 
comprise entre -1 et +1, si celui-ci est supérieur à 0,5 les deux protéines sont considérées 
comme étant colocalisées. Toutefois, ce coefficient permet uniquement d’estimer si les 
intensités mesurées dans les deux canaux varient de façon similaire, mais ne permet de 
connaitre l’implication de chaque canal. L’analyse séparée des deux canaux est rendue 
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possible par l’utilisation des coefficients de Manders, celui-ci possède une valeur entre 0 
et 1 et les deux protéines sont considérées comme étant colocalisées lorsqu’il est 
supérieur à 0,5 (Manders et al., 1992; Manders et al., 1993). La figure IV-6 illustre la 
différence entre ces deux coefficients. Dans cet exemple, les localisations de deux 
protéines, une bleue et une rouge qui sont représentées sous forme de carrés dont la 
couleur est homogène. La protéine rouge est colocalisée avec 50 % de la protéine bleue 
(la colocalisation étant représentée en blanc, qui correspond à la couleur obtenue 
numériquement), toutefois la protéine bleue est en excès par rapport à la protéine rouge. 
Dans ce cas de figure, le coefficient de Pearson est égal à 0,300 ce qui indique donc que 
les protéines bleues et rouges ne sont pas colocalisées (valeurs issues de (Manders et al., 
1993)). Ici, le coefficient de Manders M2 (comparant les intensités de fluorescence 
recueillies pour la protéine rouge avec celles des protéines bleues) permet de conclure 
que la protéine rouge colocalise effectivement avec la protéine bleue, à hauteur de 50 %.  
 
 
Figure IV-6. Illustration des valeurs obtenues lors du calcul des coefficients de 
colocalisation. 
 La localisation de deux protéines est représentée par des carrés, lorsque le rouge chevauche à 
50 % le carré bleu, le coefficient de Manders M2, analysant la fluorescence du canal rouge 
comparativement à celle du canal bleu est égale à 0,5, alors que le coefficient de Pearson et de 
Manders M1 sont égaux à 0,3 et 0,25, respectivement.  
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Dans notre étude, nous voulons vérifier la colocalisation d’un récepteur marqué à 
la surface des cellules et d’une protéine ajoutée dans le surnageant des cellules, ainsi il 
n’est pas exclu que certains récepteur K5-CD4-GFP n’interagissent pas avec la protéine 
E5-RFP, car ceux-ci peuvent être à l’intérieur de la cellule (dans les voies de recyclage, 
de synthèse ou de sécrétion). Les cellules mixK5 ont été prétraitées ou non pendant 2 j 
avec 30 mM de NaClO3. Les cellules ont ensuite été incubées en présence de 10 µg 
d’E5-RFP par million de cellules et d’anticorps monoclonal de souris anti-CD4 humain 
couplé à l’Alexa 405 (5 µL par million de cellules, MHCD0426, Molecular Probes) 
pendant 30 min à 37°C sous agitation. L’analyse de la colocalisation ne pouvant pas être 
effectuée sur des cellules en suspension, les cellules mixK5 ont donc été fixées et 
déposées sur une lame de verre, lors de cette expérience. Les cellules ont été lavées 
deux fois dans du DPBS, puis fixées pendant 30 min à 37°C dans du PBS contenant 4 % 
de paraformaldéhyde (p/v, PFA), les changements de tampon ont été effectués par 
centrifugation des cellules pendant 5 min à 250×g et resuspension à la pipette par 
cinq cycles d’aspiration/refoulement. Les cellules ont été ensuite déposées sur une lame 
en verre (Thermo Scientific ERIE, taille 75 mm × 25 mm, Fisher Scientific), grâce à 
leur centrifugation à l’aide d’un cytospin CytoproTM 7620 (Wescor), pendant 5 min, à 
1500 rpm, avec une accélération moyenne. Les filtres utilisés lors du cytospin étant les 
filtres Slow (Tan) Cytopad Absorption Pads (Discovery Diagnostic, Claremont, ON). 
Les cellules ont ensuite été recouvertes de liquide de montage ProLong® Gold antifade 
(Invitrogen), avant l’ajout de la lamelle (FisherbrandTM Cover Glasses, épaisseur 0,13 à 
0,17 mm, Fisher Scientific), puis la solidification du liquide de montage a été effectuée à 
température ambiante, à l’abri de la lumière pendant une nuit avant d’être analysées par 
microscopie confocale (FV10i). 
 
Les coefficients de colocalisation ont été calculés à l’aide du logiciel Volocity® 
(PerkinElmer Inc.). Tout d’abord, le bruit de fond a été soustrait grâce à la sélection 
d’une zone de l’image ne contenant pas de cellules, seules les cellules individuelles ont 
été analysées (afin d’éviter un biais dû à l’interface membranaire et les cellules 
contenant un pixel saturé sont écartées de l’étude. 
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15. Traitement au chlorure de calcium  
Les cellules mixK5 ont été traitées avec 30 mM de NaClO3, pendant 2 j. Les 
cellules ont ensuite été transfectées avec un ratio massique de pTT/BFP:HMGB1-E5 
égal à 1:5. Au moment de la transfection, les cellules ont été traitées avec 2, 4, 6 ou 
10 mM de chlorure de calcium (CaCl2, J.T.Baker). Un jour après ajout du CaCl2, 
l’agrégation des cellules a été observée à l’aide d’un microscope à fluorescence inversé 
Leica DM IL LED (Leica) équipé d’une caméra DFC450C (Leica). Les images ont été 
acquises à l’aide du logiciel LAS (Leica). L’expression de la BFP a été visualisée, 2 jpt, 
à l’aide du même microscope avec un filtre de fluorescence dont l’excitation est de 
380/30 nm et l’émission de 460/50 nm.  
 
16. Mesure du pH 
Le but de cette expérience étant de connaitre l’influence des traitements sur le 
pH de l’environnement des cellules au moment de la transfection, les cellules ont été 
traitées avec 30 mM de NaClO3, puis les cellules ont été incubées sous agitation pendant 
2 j à 37°C. Les cellules ont été ensuite été traitées avec 100 µM de chloroquine puis 
remises en incubation à 37°C sous agitation pendant 30 min. Les cellules ont été alors 
centrifugées pendant 5 min à 250×g. Afin de déterminer l’influence des traitements sur 
le milieu de culture, le milieu F17 a été chauffé à 37°C, l’ajout de la chloroquine et du 
chlorate de sodium a été effectué juste avant la mesure. Les surnageants des cellules 
traitées et le milieu de culture contenant les traitements ont été mélangés à l’aide d’un 
vortex, puis le pH a été mesuré à l’aide d’un pH mètre Accumet® AB15 (Fisher, 
Montréal, QC) équipé d’une sonde OrionTM 8104BNWP Ross ultra (Thermoscientific).  
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17. Mesure de la taille et du potentiel zêta des protéiplexes 
Le diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta des protéiplexes ont été 
déterminés grâce au Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd) en utilisant le 
logiciel Zetasizer. Toutes les mesures ont été effectuées entre 24 et 27°C. Lors de la 
mesure de ces paramètres, la présence de poussières est à strictement éviter, nos 
protéines et ADNp ont été manipulés stérilement avant d’être introduites dans les 
cellules de mesure.  
17.1. Diamètre des protéiplexes 
La taille des protéiplexes a été déterminée par diffusion dynamique de la lumière 
(DLS). La DLS est basée sur la mesure de la diffusion de la lumière par des particules 
qui se déplacent dans un liquide selon des mouvements aléatoires, appelés mouvements 
browniens. La vitesse de déplacement des particules selon des mouvements browniens 
est inversement proportionnelle à la taille des particules et à la viscosité du solvant. La 
diffusion de la lumière varie donc avec le temps et l’équation de Stokes-Einstein permet 
de calculer la taille des particules en fonction de leurs mouvements browniens. La 
mesure de la taille des particules dans une population monodispersée (ayant une 
distribution de taille uniforme) et monomodale (avec un seul maximum) est très précise. 
Toutefois, lorsque la population est polydispersée ou multimodale, l’interprétation des 
données est délicate. En effet, les grandes particules ou la présence d’agrégats peut 
masquer les particules plus petites car d’après la théorie de Rayleigh l’intensité de la 
lumière diffusée est proportionnelle au diamètre de la particule élevée à la puissance 6, 
en d’autres termes, une particule ayant un diamètre de 20 nm diffuse un million de fois 
moins de lumière qu’une particule de 200 nm. La polydispersion, c'est-à-dire 
l’hétérogénéité de la taille des particules, est estimée en DLS par l’indice de 
polydispersion (PdI). Le PdI indique la largeur de la distribution gaussienne, il est 
compris entre 0 et 1, qui correspondent respectivement à une distribution étroite et large. 
Lors de la mesure de la taille des particules, la concentration en particule doit 
être suffisante pour permettre la collecte de 10 000 comptes par seconde, mais ne doit 
pas être trop élevée afin d’éviter l’interaction entre les particules. Le Zetasizer Nano ZS 
est équipé d’un atténuateur afin d’éviter la saturation du détecteur. Le facteur 
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d’atténuation (entre 0 et 11) est réglé automatiquement lors de la mesure en mode 
automatique, si celui-ci est égal à 11, cela indique que la concentration des particules est 
insuffisante pour permettre une mesure fiable. Grâce à ce facteur, nous avons pu 
déterminer la concentration en protéiplexes nécessaire pour déterminer leur taille. Ainsi, 
4 µg de pTT/GFP et des quantités croissantes de différentes formes d’HMGB1, 
correspondant au ratio massique ADNp:protéine de 1:1 à 1:20 ont été séparément dilués 
dans un volume finale de 50 µL, les solutions de dilutions sont indiquées dans les 
légendes des figures. Les dilutions ont ensuite été mélangées à l’aide d’un vortex 
pendant environ 3 sec, puis incubées à température ambiante pendant 15 min avant que 
90 µL de protéiplexes soient déposés dans une cuvette jetable fabriquée pour contenir un 
petit volume (40 µL minimum, ZEN0040), afin d’être analysés par DLS. La lumière 
diffusée a été recueillie à un angle de 173°. L’indice de réfraction et la viscosité du 
solvant ont été déterminés grâce au logiciel Zetasizer qui permet d’entrer la composition 
du solvant et effectue le calcul de ces deux données. Les résultats sont issus de mesures 
uniques sur trois échantillons. 
17.2. Potentiel zêta 
Le potentiel zêta représente la charge électrique qu’une particule acquiert 
lorsqu’elle est mise dans un milieu liquide. Sa mesure par diffusion électrophorétique de 
la lumière (ELS) repose sur la mesure de la mobilité électrophorétique des particules 
sous l’influence d’un champ électrique. Lorsqu’un champ électrique est appliqué sur une 
solution, la vitesse de déplacements des particules est liée à leur charge de surface, le 
potentiel zêta est alors calculé en utilisant le modèle de Smoluchowski. Les paramètres 
nécessaires au calcul du potentiel zêta sont la constante diélectrique, l’indice de 
réfraction et la viscosité du liquide, qui ont été déterminés à l’aide du logiciel Zetasizer, 
en entrant la composition du milieu de complexation, le DPBS, dans les paramètres de 
mesure. La mesure du potentiel zêta a été effectuée dans des cuvettes DTS1060. Le 
volume minimal requis pour remplir la cuvette étant de 750 µL, 30,4 µg de plasmide 
pTT/GFP ou d’HMGB1ab ont été dilués séparément dans un volume final de 380 µL de 
DPBS, puis 375 µL de chaque dilution ont été mélangées ensemble par vortex, enfin le 
mélange a été incubé 15 min, à température ambiante avant la mesure du potentiel zêta. 
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18. Quantification des protéines contenant la RFP par 
spectrofluorimétrie 
L’intensité de fluorescence est proportionnelle au nombre de molécules 
fluorescentes, ainsi la quantité d’une protéine fluorescente dans une solution peut être 
déterminée par spectrofluorimétrie.   
La fusion des peptides à la protéine E5-RFP pourrait induire un changement des 
propriétés de fluorescence de la protéine. Afin de vérifier si la protéine ERNKG 
possédait une fluorescence rouge similaire à celle d’E5-RFP, des quantités croissantes 
des deux protéines ont été diluées dans du milieu F17, l’intensité de fluorescence a 
ensuite été quantifiée par spectrofluorimétrie à l’aide d’un SpectraMax® Gemini EM 
(Molecular Devices, logiciel SoftMax® Pro 4.8), dans des plaques à 96 puits (Greiner® 
96 well solid black polystyrene microplates, Greiner). Les paramètres utilisés lors de 
cette expérience sont : lecture par le dessus de la plaque, six lectures par puits, une 
sensibilité du photomultiplicateur (PMT) automatique, avec la fonction AutoCalibrate 
activée. 
 
19. Analyse statistique 
Les valeur-p ont été déterminées grâce à un test de Student bilatéral, les variances 
entre les deux populations ont été déterminées avec le test de Fisher, à l’aide du logiciel 
Excel. NS, représente une différence entre les deux populations non significative avec 
une confiance de 5 %, * valeur-p < 0,05; ** valeur-p < 0,01 et *** valeur-p < 0,001.   
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V. RÉSULTATS 
1. Transfection ciblée grâce à l’utilisation du système E/Kcoil 
1.1. Introduction 
Le système de transfection ciblée développé (décrit dans la partie II.6.1) dans 
cette étude a pour objectif de montrer que la quantité de protéines vectrices de l’ADNp 
peut être diminuée grâce au ciblage d’un récepteur à la surface cellulaire. La protéine 
vectrice de l’ADNp, ici HMGB1, a été fusionnée avec le Ecoil et le récepteur CD4-GFP 
a été fusionné avec le Kcoil. La forte affinité du système E/Kcoil devrait permettre 
l’attachement ciblé des protéiplexes sur les cellules exprimant K5-CD4-GFP. Afin de 
permettre une meilleure compréhension des expériences contenues dans cette partie, la 
partie 1.1.1 explique les possibilités d’attachement des protéiplexes sur les cellules 293 
parentales et celles surexprimant le récepteur K5-CD4-GFP et la partie 1.1.2 décrit le 
protocole final permettant la transfection ciblée des cellules 293/K5-CD4-GFP par les 
protéiplexes formés avec HMGB1-E5.  
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1.1.1 Description des possibilités d’attachement des protéiplexes 
sur les cellules 
Les protéiplexes formés avec l’ADNp et HMGB1 peuvent interagir de multiples 
façons sur les cellules. Notre objectif est d’obtenir un attachement ciblé par 
l’intermédiaire du système E/Kcoil, c'est-à-dire un attachement d’HMGB1-E5 
directement sur le récepteur K5-CD4-GFP via l’interaction entre E5 et K5 (Figure 
V-1 A). Toutefois, la partie E5 de la protéine pourrait également interagir avec la 
membrane ou autres protéines naturelles présentes à la surface des cellules 293 (Figure 
V-1 B). Enfin, la partie HMGB1 de la protéine pourrait interagir avec la partie 
extracellulaire du récepteur K5-CD4-GFP, au niveau du Kcoil ou de l’ectodomaine de 
CD4 (Figure V-1 C) ou avec la membrane ou autres protéines naturelles présentes à la 
surface des cellules 293 (Figure V-1 D).   
 
 
Figure V-1. Possibilités d’attachement des protéiplexes sur les cellules 293 et 
293/K5-CD4-GFP. 
La description de la figure est incluse dans le paragraphe la précédent. 
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1.1.2 Description du protocole de la transfection ciblée des cellules 
293/K5-CD4-GFP par des protéiplexes formés avec 
HMGB1-E5. 
Pour faciliter la compréhension, le protocole final de transfection ciblée est 
décrit ici. Afin de permettre la capture ciblée des protéiplexes ADNp:HMGB1-E5, les 
cellules doivent être prétraitées avec 30 mM de NaClO3, 2 j avant leur transfection. Les 
cellules mixK5 sont ensuite transfectées à une densité cellulaire entre 0,6 et 0,8 × 106 
cellules viables/mL, avec une quantité de 1 µg d’ADNp contenu dans des protéiplexes 
formés au ratio massique ADNp:HMGB1-E5 de 1:5. Le traitement à la chloroquine, 
30 minpt permet aux protéiplexes de sortir de la voie de dégradation lysosomale. La 
capture des protéiplexes formés avec un ADNp marqué et l’expression du transgène ont 
été déterminés par cytométrie en flux respectivement 30 minpt et 2 jpt.  
 
 
Figure V-2. Schéma chronologique des manipulations lors de la transfection 
ciblée des cellules exprimant le récepteur fusionné avec le K5 par des 
protéiplexes formés avec HMGB1-E5. 
La description de la figure est incluse dans le paragraphe précédent. 
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1.2. Résultats 
1.2.1 Description des protéines purifiées et des récepteurs 
surexprimés 
La description des plasmides utilisés est disponible dans la partie IV.1. Les 
séquences en acides aminés des protéines purifiées et des récepteurs surexprimés sont 
rapportées respectivement dans le tableau A et B des annexes et l’ordre des peptides est 
représenté dans la figure V-3. 
a. Protéines purifiées 
La production de protéines sous forme sécrétée plutôt que sous forme 
intracellulaire permet de simplifier les procédés de purification et surtout d’éviter le 
relargage des protéases présentes dans les cellules. La sécrétion des protéines est assurée 
généralement par un peptide signal positionné à l’extrémité N-ter de la protéine, ce 
peptide est clivé durant la synthèse de la protéine au niveau de la membrane du 
réticulum endoplasmique (Blobel and Dobberstein, 1975) et il ne fait ainsi pas parti de 
la protéine mature. La séquence d’ADN codant pour le peptide signal de sécrétion de 
l’interleukine 2 (IL2) a donc été ajouté en amont des séquences des ADN codant les 
protéines à produire. Les protéines contiennent également une étiquette décahistidine 
pour permettre leur purification par colonne d’affinité chargée avec des ions cobalt. 
Afin d’évaluer la spécificité d’interaction du système E/Kcoil à la surface des 
cellules 293, le peptide E5 a été fusionné avec la protéine fluorescente rouge, la mRFP1 
(Campbell et al., 2002). La mRFP1 (notée par la suite RFP) a été développée par 
l’équipe de Campbell, grâce à la combinaison de plusieurs étapes de mutagénèse dirigée, 
suivies de mutagénèse aléatoire de la protéine tétramérique DsRed, jusqu’à l’obtention 
d’une protéine fluorescente rouge sous forme monomérique. La protéine E5-RFP a été 
produite sous forme sécrétée, après sa purification, le rendement obtenu était de 
22 mg/L de cellules CHO. Il est à noter que lors de la purification de cette protéine, le 
deuxième lavage contenant 25 mM d’imidazole a conduit à une grande perte d’E5-RFP.  
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Le rendement obtenu après la purification de la protéine HMGB1 sous forme 
sécrétée était de 6 mg/L de cellules CHO, alors que HMGB1 a déjà été purifiée dans le 
laboratoire et que le rendement obtenu était de 25 mg/L de cellules 293. Afin de vérifier 
si la diminution du rendement était due à la sécrétion de la protéine ou au changement 
de la lignée cellulaire produisant HMGB1, nous avons produit une forme intracellulaire 
d’HMGB1 dans les cellules CHO et nous avons obtenu un rendement de 33 mg/L de 
cellules CHO, ce résultat suggère que HMGB1 est probablement inefficacement sécrété, 
de ce fait nous avons choisi de produire les protéines HMGB1 sous leur forme 
intracellulaire.  
La protéine HMGB1 a été fusionnée avec E5 à son extrémité C-terminale, c'est-
à-dire après sa queue acidique. La fusion du E5 à son extrémité N-terminale, qui est le 
site de liaison de l’ADNp aurait pu empêcher la protrusion du Ecoil en dehors des 
protéiplexes et ainsi empêcher son interaction avec le Kcoil. La protéine HMGB1-E5 a 
été produite et purifiée avec un rendement de 18 mg/L de cellules CHO. 
Il est à noter que la protéine RFP sans le Ecoil a été produite et purifiée par 
Benjamin Wolters lors de son stage de maîtrise dans le laboratoire. La pureté de la RFP 
avait alors déjà été évaluée et est visualisable dans la figure V-47. 
b. Récepteurs surexprimés 
Lors de leur biosynthèse, les récepteurs membranaires empruntent la voie des 
protéines sécrétés afin de rejoindre la membrane plasmique. Pour permettre leur 
localisation membranaire, il est nécessaire que ceux-ci possèdent un peptide signal de 
sécrétion et un domaine transmembranaire qui permet leur insertion dans la membrane 
du réticulum endoplasmique. Le récepteur CD4 couplé à la GFP (CD4-GFP) a déjà été 
surexprimé dans les cellules 293 (Paris et al., 2008), il est à noter qu’il s’agit du seul 
récepteur utilisé qui possède le peptide signal naturel du CD4. En effet, afin de 
permettre l’exposition du K5 à l’extérieur de la cellule, le Kcoil doit être positionné à 
l’extrémité N-ter du récepteur, c'est-à-dire entre le peptide signal de sécrétion et le 
domaine extracellulaire du récepteur (Figure V-3). Le peptide signal ne faisant pas parti 
de la séquence en acides aminées du récepteur, nous avons choisi de faire synthétiser 
une séquence d’oligonucléotide que nous pourrions utiliser par la suite pour d’autres 
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études. Ainsi, l’ADN que nous avons conçu code pour le peptide signal de l’IL2 suivi du 
K5. La fusion des récepteurs avec des protéines fluorescentes à leur extrémité C-ter 
permet l’identification des cellules exprimant le récepteur et la détermination de leur 
localisation subcellulaire.  
 
Figure V-3. Représentation schématique des protéines purifiées et des 
récepteurs surexprimés, sous leur forme immature. 
La sécrétion ou la localisation membranaire est assurée par l’ajout du peptide signal de 
sécrétion de l’interleukine 2 (SP), sauf pour CD4-GFP qui possède son peptide signal d’origine. 
L’étiquette histidine (His) a été ajoutée à des fins de purification. La localisation membranaire 
des récepteurs est également possible grâce à la présence du domaine transmembranaire 
(hachuré) dans la séquence du récepteur CD4.  
1.2.2 Purification des protéines chimériques 
La pureté des protéines purifiées a été évaluée par électrophorèse sur gel 
SDS-PAGE en comparant le contenu total en protéines, colorées avec du bleu de 
Coomassie (Figure V-4 A) et le contenu en protéines d’intérêt, identifiées par 
immunobuvardage de type western avec des anticorps reconnaissant l’étiquette histidine 
(Figure V-4 B) ou HMGB1 (Figure V-4 C). La protéine E5-RFP purifiée contient une 
protéine majoritaire d’environ 46 kDa et trois peptides dont les tailles se situent entre 20 
et 25 kDa. La taille théorique d’E5-RFP produite dans E. coli est de 33 kDa (cf. tableau 
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A en annexe). La production en cellules CHO permettant les modifications post-
traductionnelles de la protéine, la protéine de 46 kDa est probablement la forme mature 
d’E5-RFP. Concernant les trois autres peptides, deux contiennent l’étiquette histidine, il 
s’agit donc de peptides contenant l’extrémité N-ter de la protéine, la grande différence 
de taille entre ces fragments et la protéine sous forme majoritaire suggère qu’il s’agit de 
peptides issus d’un clivage protéolytique. La séparation par électrophorèse sur gel 
SDS-PAGE de la protéine HMGB1 purifiée révèle que la protéine est présente sous trois 
formes, toutes reconnues par un anticorps anti-HMGB1, ayant une taille d’environ 29, 
36 et 38 kDa, ces différentes formes de la protéine pourraient être le résultat de 
différentes modifications post-traductionnelles. Les cellules ayant été lysées il peut 
également s’agir de formes non matures de la protéine, en effet le poids moléculaire 
prédit d’HMGB1 à l’aide du serveur d’ExPASy est de 28,4 kDa lorsque la protéine est 
produite par les bactéries E. coli, qui ne permettent pas les modifications 
post-traductionnelles effectuées par les cellules de mammifères. Il est donc très probable 
que la protéine de 29 kDa soit la forme d’HMGB1 sans modifications 
post-traductionnelles. Étonnamment, la protéine HMGB1-E5 est présente sous une seule 
forme d’environ 47 kDa. 
 
Figure V-4. Pureté des protéines produites.  
(A) Coomassie et (B et C) immunobuvardage de type western. MT: Marqueur de taille. 
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1.2.3 Attachement ciblé de la E5-RFP par le K5-CD4 
Les cellules 293 surexprimant les récepteurs K5-CD4-BFP ou CD4-GFP ont été 
mélangées de façon à obtenir une culture contenant le même nombre de cellules 
exprimant chacun des récepteurs. L’ajout d’E5-RFP sur ce mélange de cellules a permis 
de démontrer par microscopie confocale que la E5-RFP s’attachait seulement sur les 
cellules exprimant le récepteur K5-CD4-BFP (Figure V-5 B). Ce résultat suggère que la 
E5-RFP s’attache aux cellules 293 grâce au récepteur couplé au K5 et que le système 
E/Kcoil peut être utilisé à des fins de ciblage d’un récepteur à la membrane cellulaire. 
La figure V-5 B montre également que (i) la fusion du récepteur CD4 au K5 et à la GFP 
ainsi que le changement de peptide signal de sécrétion naturel du CD4 par celui de l’IL2 
n’affecte pas l’adressage du récepteur CD4 à la membrane plasmique, (ii) une heure 
après ajout, la E5-RFP est encore localisée à la membrane cellulaire et n’est pas visible 
dans le cytoplasme des cellules 293, (iii) les images obtenues pour le récepteur 
K5-CD4-BFP montre un marquage intracellulaire diffus, alors que le récepteur 
CD4-GFP montre une distribution intracellulaire plus ponctuée et surtout une 
localisation à la membrane plasmique. À ce stade de l’étude, l’élaboration d’une lignée 
cellulaire exprimant de manière stable le récepteur K5-CD4-GFP se justifiait par trois 
raisons principales. Tout d’abord, une première transfection avec la 293fectin pourrait 
induire des artéfactes sur la deuxième transfection des cellules avec les protéiplexes 
formés avec HMGB1-E5, notamment à cause de la cytotoxicité de l’agent de 
transfection. Ensuite, l’expression transitoire de gène ne permet pas une reproductibilité 
dans le nombre de cellules exprimant les récepteurs, ni de la quantité de récepteurs 
exprimés par cellules. Dernièrement, en 1 h, nous nous attendions à une internalisation, 
même partielle, de la E5-RFP. En effet, il a déjà été démontré que le récepteur CD4 
surexprimé dans les cellules HeLa est endocytosé constitutivement à raison de 2 à 3 % 
des récepteurs membranaires par minute (Pelchen-Matthews et al., 1995). 
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Figure V-5. Attachement ciblé d’E5-RFP sur le récepteur K5-CD4-BFP.  
(A) Représentation schématique de l’expérience. (B) Interaction d’E5-RFP avec les cellules 
exprimant le récepteur K5-CD4-BFP. Les récepteurs CD4-GFP ou K5-CD4-BFP ont été 
exprimés transitoirement par la transfection des cellules 293 avec de la 293fectin. Deux jours 
après la transfection, les cellules exprimant chacun des récepteurs ont été mélangées en 
nombre égal, puis 10 µg d’E5-RFP ont été ajoutés sur 1 mL de cellules, en suivant le protocole 
décrit dans la partie IV.14.1. Les cellules ont ensuite été observées par microscopie confocale, 
comme décrit en IV.14. 
 
1.2.4 Internalisation ciblée de la E5-RFP dans les cellules K5-CD4 
Les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été mélangées avec des cellules 293, selon un 
ratio 1:1, afin d’obtenir un mélange contenant 50 % de cellules 293 exprimant 
K5-CD4-GFP et 50 % de cellules 293. Ce mélange de cellules, nommé mixK5, permet 
une comparaison des cellules exprimant ou non le récepteur K5-CD4-GFP dans les 
mêmes conditions de culture. La E5-RFP a été ajouté sur les cellules mixK5, puis les 
cellules ont été observées par microscopie confocale. La figure V-6 A montre que la 
E5-RFP s’attache et s’internalise uniquement dans les cellules 293 exprimant le 
récepteur K5-CD4-GFP. Afin de s’assurer que la RFP interagit avec le CD4 uniquement 
grâce à l’interaction E/Kcoil, la même expérience a été réalisée avec la RFP. La figure 
V-6 B montre que la RFP ne s’attache pas sur les cellules 293, et ce indépendamment de 
la présence du récepteur K5-CD4-GFP. L’attachement et l’internalisation ciblée 
d’E5-RFP par les cellules exprimant le récepteur K5-CD4 démontre la grande spécificité 
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de l’interaction E/Kcoil. La quantité d’E5-RFP attachée et internalisée dans les cellules 
293 semble proportionnelle à la quantité de récepteur K5-CD4-GFP exprimé par les 
cellules (corrélation visuelle entre les intensités de fluorescence rouge et verte). 
 
Figure V-6. Attachement et internalisation de la RFP avec/sans Ecoil sur les 
cellules mixK5.  
Les cellules 293 exprimant de façon stable le récepteur K5-CD4-GFP et les cellules 293 
parentales ont été mélangée en nombre égal, puis les cellules ont été incubées pendant 1 h 
avec 10 µg d’E5-RFP. Ensuite, l’Interaction des cellules exprimant le récepteur K5-CD4-GFP 
avec la RFP avec (A) ou sans (B) E5 a été observée par microscopie confocale, 1 h après ajout, 
en suivant le protocole décrit dans la partie IV.14.2. Le marquage nucléaire (bleu) a été réalisé 
avec du Hoechst 33258. 
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1.2.5 Transfectabilité des cellules 293/K5-CD4-GFP 
La surexpression du récepteur K5-CD4-GFP et la technique de clonage pourrait 
avoir un impact sur la transfectabilité des cellules 293, notamment par exemple à cause 
d’une perturbation de la membrane plasmique due à la surexpression d’un récepteur qui 
pourrait diminuer sur la capacité des cellules à internaliser un élément exogène. Le 
mixK5 a été transfecté avec du LPEI et la capture des polyplexes ainsi que les 
efficacités de transfection de chaque lignée cellulaire contenues dans le mixK5 ont été 
évalués par cytométrie en flux (Figure V-7).  
 
Figure V-7. Transfectabilité des cellules 293/K5-CD4-GFP. 
 Les cellules mixK5 ont été transfectées avec des polyplexes contenant le plasmide pTT/BFP 
marqué avec TOTO-3 et du LPEI, au ratio massique 1:3 (ADNp:LPEI), en suivant le protocole 
décrit en IV.8. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 30 min (capture) ou 48 h (efficacité 
de transfection) avant la détermination du pourcentage de cellules fluorescentes (A) ou de 
l’intensité de fluorescence moyenne par cellules (B), par cytométrie en flux. Les barres d’erreur 
représentent les écarts-types des moyennes, n=3. 
 
Ni la surexpression de K5-CD4-GFP, ni la méthode de sélection des clones 
n’influence la capture ou l’efficacité de transfection des cellules 293. Les cellules 293 
ayant la même transfectabilité que les cellules exprimant ou non le récepteur 
K5-CD4-GFP, lors de la transfection avec un agent ne permettant le ciblage, les cellules 
293/K5-CD4-GFP sont un bon outil pour l’étude de la transfection ciblée grâce au 
système E/Kcoil.  
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1.2.6 Liaison d’HMGB1-E5 avec l’ADNp 
Afin de vérifier que l’ajout du E5 en fusion avec HMGB1 n’altérait pas ses 
capacités d’interaction avec l’ADNp, nous avons comparé la migration de l’ADNp en 
présence de quantités croissantes d’HMGB1 avec ou sans E5 (Figure V-8). Lors 
d’expériences préliminaires à cette étude, réalisées dans le laboratoire, avec d’autres 
protéines de fusion possédant la partie responsable de l’interaction avec l’ADNp 
d’HMGB1, nous avons remarqué que la quantité de DPBS présente pour former le 
complexe avait une influence sur leur profil de migration. Comme nos protéines sont 
conservées dans du DPBS, les complexes ADNp:HMGB1 ont été formés dans du DPBS 
afin de maintenir une concentration identique en sel. La proportion de tampon TE dans 
laquelle est conservée le plasmide est fixe et représente 5 % du volume final avant 
l’ajout du tampon de charge.  
 
Figure V-8. Interaction d’HMGB1 et HMGB1-E5 avec l’ADNp.  
Profil de migration sur gel d’agarose de l’ADNp en présence d’HMGB1 ou HMGB1-E5. Les 
nombres au-dessus des puits représentent la quantité en µg d’HMGB1 ou HMGB1-E5 
complexée avec 1 µg d’ADN plasmidique pTT/GFP, en suivant le protocole décrit en 
IV.7.1.1. Ce gel est représentatif de ceux obtenus lors de 3 expériences indépendantes. 
 
Les profils de migration de l’ADNp en présence d’HMGB1 sont similaires avec 
ou sans E5, ce qui indique que la fusion du E5 en partie C-ter d’HMGB1 ne semble pas 
modifier ses propriétés d’interaction avec l’ADNp. La migration des protéiplexes sous 
forme diffuse peut être due à (i) une instabilité des protéiplexes dans les conditions de 
migration utilisées, (ii) une disparité de la taille et de la charge des complexes formés. 
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1.2.7 Capture des protéiplexes 
La capacité d’attachement à la membrane cellulaire et d’internalisation des 
protéiplexes formés avec HMGB1 n’a, à notre connaissance, pas encore été rapportée 
dans la littérature. De ce fait, la capture par les cellules mixK5 des protéiplexes formés 
avec HMGB1 sans Ecoil a tout d’abord été évaluée (Figure V-9 A). Trente minutes 
après transfection, 20,6 ± 0,6 % des cellules mixK5 ont capturé les protéiplexes formés 
avec pTT/BFP:HMGB1 au ratio massique 1:5. Les cellules exprimant le récepteur 
K5-CD4-GFP semblent capturer les protéiplexes de manière légèrement moins efficace 
que les cellules parentales (respectivement de 18,6 ± 0,5 % versus 22,5 ± 2,2 %). Le 
pourcentage de cellules ayant capturé l’ADNp:HMGB1 est diminué par deux, lorsque 
les cellules ont été incubées pendant un temps additionnel de 5h30, cette diminution n’a 
pas été observée lorsque les cellules ont été traitées 30 minpt avec de la chloroquine. 
Ces résultats suggèrent que les protéiplexes formés avec HMGB1 subissent une 
dégradation par la voie lysosomale et que 30 min suffisent pour obtenir une capture 
maximale.   
 
Figure V-9. Capture des protéiplexes formés avec HMGB1 ou HMGB1-E5 par les  
cellules mixK5 en l’absence ou la présence de chloroquine. 
 Les cellules mixK5 ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec HMGB1 (A) ou 
HMGB1-E5 (B), au ratio massique ADNp:HMGB1 égal à 1:5. Les cellules ont ensuite été 
traitées avec 100 µM de chloroquine. Le pourcentage de cellules ayant capturé les protéiplexes, 
contenant le plasmide pTT/BFP marqué avec TOTO-3, a été déterminé par cytométrie en flux, 
30 minpt ou 6 hpt. Les barres d’erreur représentent les erreurs-types des moyennes de trois 
expériences réalisées en triplicata, n = 9. ** valeur-p < 0,01 et *** valeur-p < 0,001 et NS indique 
une valeur-p non significative entre les deux lignées cellulaire. 
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Dans le but d’évaluer la capacité du système E/Kcoil à permettre la capture ciblée 
des protéiplexes, la même expérience a été menée avec HMGB1-E5, à la figure V-9 B, 
on remarque que le pourcentage de cellules capturant les protéiplexes formés avec 
HMGB1-E5 est supérieur à celui des protéiplexes formés avec HMGB1. Les cellules 
exprimant K5-CD4 capturent légèrement plus les protéiplexes arborant le Ecoil que les 
cellules 293 parentales, mais cette différence n’est pas statistiquement significative. Ces 
résultats suggèrent que l’attachement des protéiplexes se fait principalement par 
l’intermédiaire de l’interaction de la partie HMGB1 de la protéine, plutôt que via la 
liaison du système E/Kcoil. Trente minutes après la transfection des cellules mixK5, on 
peut observer que les protéiplexes formés avec HMGB1-E5 sont capturés par un 
pourcentage de cellules mixK5 deux fois plus grand que ceux formés avec HMGB1 
(respectivement de 41,7 ± 4,0 % versus 20,6 ± 0,6 %). Cette augmentation de capture 
étant indépendante de l’expression du récepteur K5-CD4-GFP, il aurait pu être probable 
que le Ecoil interagisse de manière non ciblée avec la membrane plasmique des cellules 
293. Cependant lors de l’observation par microscopie confocale d’un mélange de 
cellules exprimant ou non le récepteur K5-CD4 incubé avec de la E5-RFP, seules les 
cellules exprimant le récepteur fusionné avec le Kcoil interagissaient avec la protéine 
fusionnée avec le Ecoil (Figures V-5 et V-6) donc le Ecoil n’interagit pas avec la surface 
cellulaire.  
L’analyse de la capture par cytométrie en flux ne permet pas de différencier les 
protéiplexes attachés sur les cellules de ceux qui ont été internalisés. La localisation des 
protéiplexes 4 hpt, en présence de chloroquine, a donc été déterminée par microscopie 
confocale. La figure V-10 montre que 4 hpt, les protéiplexes sont en large majorité dans 
le cytoplasme des cellules 293 et ce indépendamment de la présence des coils sur la 
protéine transfectrice ou à la surface des cellules. Ces résultats montrent que le système 
E/Kcoil ne permet pas la capture ciblée des protéiplexes ou que la liaison d’HMGB1 à la 
membrane cellulaire est trop importante pour distinguer les évènements de liaison 
spécifiques. La fusion du E5 à l’extrémité C-ter d’HMGB1 n’altère pas sa capacité 
d’internalisation. Il est à noter que la quantité de protéiplexes par cellule semble plus 
grande lorsqu’ils sont formés avec HMGB1-E5, comparativement à ceux formés avec 
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HMGB1, ce qui confirme les résultats obtenus par cytométrie en flux (Figure V-9). 
L’ADNp fluorescent apparait sous forme d’un marquage ponctué, caractéristique d’une 
localisation vésiculaire, ce qui suggère que malgré l’ajout de chloroquine, une grande 
partie des protéiplexes est probablement séquestrée dans les endosomes.  
 
 
Figure V-10. Localisation des protéiplexes formés avec HMGB1 avec ou sans 
Ecoil. 
 Les cellules mixK5 ont été transfectées avec un ratio massique ADNp:HMGB1 égal à 1:20, puis 
ont été traitées avec 100 µM de chloroquine, 30 minpt. La localisation des protéiplexes a été 
déterminée 4 hpt, grâce au plasmide pTT/BFP marqué avec TOTO-3, par microscopie 
confocale. 
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1.2.8 Capture ciblée des protéiplexes 
Dans le but de permettre le ciblage du récepteur K5-CD4-GFP par les 
protéiplexes formés avec HMGB1-E5, il est nécessaire de comprendre l’origine de la 
capture non ciblée des protéiplexes. Les principaux récepteurs membranaires d’HMGB1 
sont : le récepteur RAGE, (Hori et al., 1995)), les récepteurs de type Toll 2 (TLR2, 
(Curtin et al., 2009)) et 4 (TLR4, (Park et al., 2004)). Les cellules 293 n’expriment pas 
des niveaux détectables de ces récepteurs (Kang et al., 2009; Kumar Pachathundikandi 
et al., 2011; Raucci et al., 2008), ils ne sont donc certainement pas responsables de la 
capture non ciblée des protéiplexes. Toutefois, il a été démontré que HMGB1 peut se 
lier à l’héparine (Rauvala and Pihlaskari, 1987) et aux héparanes sulfates (Xu et al., 
2011). L’utilisation de cellules déficientes en héparanes sulfates, mais sur-exprimant les 
chondroïtines/dermatanes sulfates (CHO pgsD-677, (Lidholt et al., 1992)), ont déjà 
permis de démontrer que HMGB1 ne possédait pas la capacité d’interagir avec les 
chondroïtines et dermatanes sulfates (Xu et al., 2011).  
Les cellules mixK5 ont été traitées avec du chlorate de sodium connu pour 
diminuer la sulfatation, avant d’être transfectées, afin de vérifier si les héparanes sulfates 
sont impliqués dans la capture non ciblée des protéiplexes. Il était nécessaire de tout 
d’abord vérifier si le traitement des cellules avec du NaClO3 avait un impact sur leur 
viabilité et leur croissance cellulaire (Figure V-11). Le prétraitement des cellules avec 
des concentrations allant jusqu’à 100 mM de NaClO3 n’affecte pas la viabilité cellulaire. 
Toutefois, le chlorate de sodium possède un effet cytostatique (c’est à dire bloque la 
division cellulaire), de façon concentration dépendante. Il est à noter que l’effet 
cytostatique du NaClO3 dépend également du nombre de cellules traitées, en effet 
lorsque les cellules sont ensemencées à basse densité cellulaire (0,15 × 106 cellules/mL), 
l’effet cytostatique commence avec une concentration égale à 30 mM de NaClO3, alors 
qu’il faut 40 mM de NaClO3 dans le cas de l’ensemencement à plus haute densité 
cellulaire (0,5 × 106 cellules/mL). 
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Figure V-11. Influence de la concentration en NaClO3 sur la densité et la viabilité 
cellulaire.  
Les cellules mixK5 ont été ensemencées à haute (A, 0,5 × 106 cellules/mL) ou basse (B, 
0,15 × 106 cellules/mL) densité cellulaire, puis ont été prétraitées avec des concentrations 
croissantes en NaClO3. La densité en cellules viables et la viabilité ont été déterminées à l’aide 
d’un compteur automatique de cellules, basé sur l’exclusion du bleu trypan. Les barres d’erreur 
représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences réalisées en triplicata, n=9. * 
valeur-p < 0,05 et ** valeur-p < 0,01, comparativement aux cellules non traitées. 
 
 
Il a déjà été démontré que le traitement des cellules au NaClO3 inhibe la 
transfection par le PEI de façon concentration dépendante (Payne et al., 2007). La 
sensibilité au chlorate de sodium des cellules 293 exprimant ou non le récepteur 
K5-CD4-GFP a été vérifiée de manière indirecte, grâce à la détermination de la capture 
des polyplexes en fonction de la concentration en NaClO3 utilisée pour traiter les 
cellules mixK5. La surexpression du récepteur K5-CD4-GFP ne modifie pas la capture 
des polyplexes vis-à-vis des cellules 293 (Figure V-12 A) et ce pour toutes les 
concentrations de NaClO3 utilisées. Le pourcentage de cellules ayant capturé les 
polyplexes diminue proportionnellement à l’augmentation de la concentration en 
NaClO3 (Figure V-12 B). Ces résultats suggèrent que la surexpression de K5-CD4-GFP 
dans les cellules 293 ne modifie pas la sensibilité des cellules au NaClO3, car la 
réduction de capture des polyplexes reflète très probablement la diminution de la 
sulfatation induite par le traitement au NaClO3. Lors de cette expérience, nous avons 
également démontré que la diminution de l’efficacité de transfection observée par 
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l’équipe de Payne de façon proportionnelle à la concentration de NaClO3 utilisée pour 
traiter les cellules (Payne et al., 2007) était certainement due à une diminution de la 
capture des polyplexes. 
 
Figure V-12. Effet de la concentration en NaClO3 sur la capture des polyplexes.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec des concentrations croissantes de NaClO3, jusqu’à 
100 mM, puis ont été transfectées avec des polyplexes formés avec un ratio massique 
ADNp:LPEI égal à 1:3. La capture des polyplexes contenant le plasmide pTT/BFP marqué avec 
TOTO-3 par les cellules a été déterminée par cytométrie en flux, 30 minpt. Les parties A et B 
représentent les mêmes résultats, la partie B permettant une meilleure représentation de la 
corrélation (indiquée sous les lignées cellulaires) entre la capture des polyplexes et la 
concentration en NaClO3. Les barres d’erreur représentent les erreurs-types des moyennes de 
trois expériences réalisées en triplicata, n=9. 
 
L’implication des groupements sulfates présents sur les HSPGs lors de la capture 
non ciblée des protéiplexes a ensuite été étudiée. La figure V-13 A montre que le 
prétraitement des cellules mixK5 avec 10 mM de NaClO3 réduit la capture des 
protéiplexes formés avec HMGB1 par un facteur deux (de 26,6 ± 1,2 % à 11,5 ± 1,1 %). 
L’augmentation de la concentration de NaClO3 à 30 mM permet de réduire au maximum 
la capture des protéiplexes formés avec HMGB1 d’un facteur cinq (5,2 ± 0,5 %). La 
figure V-12 B montre que la capture d’HMGB1-E5 par les cellules 293 suit la même 
tendance que celle obtenue avec HMGB1 sans le Ecoil. Toutefois, les cellules 
293/K5-CD4-GFP continuent à capturer les protéiplexes formés avec HMGB1-E5. Ces 
résultats montrent que le prétraitement au NaClO3 permet la capture ciblée des 
protéiplexes via le système E/Kcoil. 
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Figure V-13. Effet de la concentration en NaClO3 sur la capture ciblée des 
protéiplexes formés avec HMGB1 (A) ou HMGB1-E5 (B). 
 Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec des concentrations croissantes de NaClO3, jusqu’à 
50 mM, puis ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec un ratio massique 
ADNp:HMGB1 égal à 1:5. La capture des protéiplexes, contenant le plasmide pTT/BFP 
marqués avec TOTO-3, a été déterminée 30 minpt, par cytométrie en flux. Les barres d’erreur 
représentent les erreurs-types des moyennes de trois expériences réalisées en triplicata, n=9. * 
valeur-p<0,05 et *** valeur-p<0,001 et NS indique une valeur-p non significative. 
 
 
L’effet du prétraitement des cellules mixK5 avec 30 mM de NaClO3 sur la 
capture des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 a également été confirmé par 
microscopie confocale, 4 hpt. La figure V-14 A montre que le prétraitement des cellules 
avec 30 mM de chlorate de sodium permet d’inhiber la capture des protéiplexes formés 
avec HMGB1-E5 par les cellules 293 n’exprimant pas le récepteur K5-CD4-GFP et 
ainsi obtenir une capture ciblée des protéiplexes via le système E/Kcoil, de ce fait la 
quantité de protéiplexes capturés par cellule exprimant le récepteur est diminuée 
(Figure V-14 B).   
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Figure V-14. Effet du prétraitement des cellules mixK5 avec du NaClO3 sur la 
capture ciblée des protéiplexes formés avec HMGB1-E5.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées (bas) ou non (haut) avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, 
puis elles ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec un ratio massique 
ADNp:HMGB1-E5 égal à 1:20. Les cellules ont ensuite été traitées avec 100 µM de chloroquine, 
30 minpt. La capture des protéiplexes, contenant le plasmide pTT/BFP marqués avec TOTO-3, 
a été visualisée par microscopie confocale, 4 hpt. Les images de la partie B sont issues de 
l’agrandissement des encadrés de la partie A. Les flèches indiquent la position des protéiplexes.  
 
 
 
 
  
97 
 
Afin de confirmer que le prétraitement des cellules avec le NaClO3 réduisait bien la 
sulfatation, les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3, puis la 
quantité de N-sulfates à la membrane cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux, 
à l’aide d’un immunomarquage avec un anticorps reconnaissant un épitope N-sulfaté des 
héparanes sulfates (l’anticorps 10E4). La figure V-15 montre que l’intensité moyenne de 
fluorescence par cellule est diminuée par un facteur 4,1 après leur traitement avec 
30 mM de NaClO3, ces résultats confirment que le traitement au NaClO3 permet une 
diminution des niveaux de sulfatation à la surface cellulaire. Il a déjà été démontré que 
le traitement au chlorate de sodium avait tout d’abord un impact sur la 6-O-, puis la 
2-O- et enfin la N-sulfatation (Safaiyan et al., 1999), il est donc très probable que les 
niveaux de 2-O- et 6-O-sulfatation soient également réduits. Que les cellules soient 
traitées ou non avec du chlorate de sodium, le contenu en N-sulfate membranaire des 
cellules 293 parentales et 293/K5-CD4-GFP est identique, ce qui indique que la 
surexpression du récepteur n’affecte ni la sulfatation des protéines de la membrane 
cellulaire, ni la sensibilité des cellules lors du traitement au NaClO3. 
 
Figure V-15. Effet du traitement des cellules avec 30 mM de NaClO3 sur la 
N-sulfatation au niveau de la membrane cellulaire. 
 Les cellules ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis le niveau de N-sulfatation a 
été déterminé par cytométrie en flux, grâce à un immunomarquage avec un anticorps reconnaissant 
les N-sulfates (10E4).  
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1.2.9 Transfection ciblée grâce à la réduction de la sulfatation des 
HSPGs 
Le potentiel du nouveau système de transfection ciblé que nous avons nommé 
TCHE5 (par abréviation de Transfection Ciblée avec HMGB1-E5) a été évalué par 
cytométrie en flux 48 hpt avec l’utilisation de la BFP comme gène rapporteur. Les 
cellules mixK5 ont été transfectées avec des protéiplexes formés au ratio massique 
pTT/BFP:HMGB1 égal à 1:5, en présence de chloroquine. La réduction de la sulfatation 
par le traitement au NaClO3 n’a pas d’effet sur la transfection avec HMGB1 
(Figure V-16 B), malgré une diminution de la capture de cinq fois (Figure V-13). Par 
contre, elle permet une transfection ciblée des cellules exprimant le récepteur 
K5-CD4-GFP (Figure V-16 A). En effet, le nombre de cellules exprimant le transgène 
atteint 16,0 ± 1,3 % pour les cellules exprimant K5-CD4-GFP contre 4,3 ± 0,7 % pour 
les cellules parentales. L’expression de la BFP par les cellules 293 exprimant 
K5-CD4-GFP a également été confirmée par microscopie confocale (Figure V-16 C). Le 
pourcentage de cellules mixK5 non traitées avec le chlorate de sodium qui expriment la 
BFP est supérieur lorsque les protéiplexes sont formés avec HMGB1-E5 (6,2 ± 0,6 %) 
comparativement aux protéiplexes formés sans le Ecoil (3,2 ± 0,4 %), alors qu’il n’y a 
aucune différence du nombre de cellules transfectées entre les cellules 293 parentales et 
293/K5-CD4-GFP, montrant ainsi que la présence du Ecoil augmente la transfection non 
ciblée des cellules via un mécanisme encore inconnu. Ces résultats sont en adéquation 
avec ceux obtenus précédemment sur l’augmentation de la capture des protéiplexes 
formés avec la forme d’HMGB1 fusionnée avec E5 (Figure V-13). Il est à noter 
qu’aucune expression du transgène n’a été observée en l’absence de chloroquine, ce qui 
indique que les protéiplexes suivent vraisemblablement la voie endo-lysosomale lors de 
la TCHE5 et que l’ADNp est très probablement dégradé en l’absence de chloroquine.  
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Figure V-16. Influence du traitement au NaClO3 sur l’expression ciblée du 
transgène.  
Les cellules mixK5 ont été transfectées avec un ratio massique de pTT/BFP:HMGB1 égal à 1:5, 
puis ont été traitées 30 minpt avec la chloroquine. L’efficacité de transfection des protéiplexes 
formés avec HMGB1-E5 (A) ou HMGB1 (B) a été déterminée par cytométrie en flux, 2 jpt. Les 
barres d’erreur représentent les erreurs-types des moyennes de cinq expériences réalisées en 
triplicata, n=15. * valeur-p<0,05 et *** valeur-p<0,001 et NS indique une valeur-p non 
significative entre les cellules 293 parentales ou exprimant K5-CD4-GFP. L’expression du 
transgène, par les cellules transfectées avec HMGB1-E5 a été confirmée par microscopie 
confocale (C).  
1.3. Conclusion 
Dans cette première partie, nous avons démontré que les peptides E/Kcoil 
permettent l’interaction d’une protéine fluorescente avec un récepteur dans 
l’environnement de la membrane plasmique. En réduisant la sulfatation des protéines de 
la surface cellulaire, nous sommes parvenus à transfecter les cellules 293 de manière 
ciblée. L’expression ciblée du transgène n’a pu être obtenu uniquement qu’après l’ajout 
de chloroquine, car ni la protéine HMGB1, ni le récepteur CD4 ne permettent la sortie 
de l’ADNp des voies de dégradation  lysosomales. 
  
100 
 
2. Caractérisation du système de transfection TCHE5 
2.1. Introduction 
Dans ce deuxième volet, plusieurs étapes de la transfection TCHE5 ont été 
caractérisées, notamment l’impact des différents traitements sur le pH du surnageant 
cellulaire et l’effet de la chloroquine sur l’interaction d’HMGB1-E5 avec l’ADNp. 
Ensuite, nous avons évalué l’impact de la quantité d’HMGB1-E5 pour former les 
protéiplexes sur l’expression du transgène, ainsi que celui de la quantité de protéiplexes, 
de la préformation des protéiplexes, de la concentration en NaClO3 pour réduire la 
sulfatation des cellules et enfin si la chloroquine pourrait être remplacée par l’ajout 
d’ion calcium.  
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2.2. Résultats 
2.2.1 Effet du traitement au NaClO3 (30 mM) et/ou à la 
chloroquine (100 µM) sur l’environnement du couple E/Kcoil 
Le traitement au NaClO3 pourrait modifier le micro-environnement du 
K5-récepteur, et ainsi modifier les propriétés de liaison du couple E/Kcoil, par un 
changement de pH du milieu de culture, car il s’agit d’une liaison en partie 
électrostatique. Afin de vérifier que les différents traitements des cellules ne modifient 
pas le pH de l’environnement du couple E/Kcoil, le pH du milieu de culture après 
l’addition de chloroquine (100 µM) et/ou de chlorate de sodium (30 mM) et celui du 
surnageant de cellules traitées avec les mêmes concentrations et avec le même temps 
d’incubation que lors des expériences de transfection ciblée, a été mesuré. Ni le 
traitement au NaClO3, ni le traitement à la chloroquine ne modifie le pH du milieu de 
culture et ce avec ou sans cellules (Figure V-17).  
 
Figure V-17. Influence des traitements sur le pH du milieu de culture (sans 
cellules) et du surnageant cellulaire.  
Pour la condition avec cellules : les cellules ont été traitées pendant deux jours avec 30 mM de 
chlorate de sodium (NaClO3) et/ou ou pendant 30 minutes avec 100 µM de chloroquine (CQ). 
Pour la condition sans cellules : le chlorate de sodium et la chloroquine ont juste été ajouté au 
milieu de culture. La mesure du pH a été effectuée sur les surnageants cellulaires et les milieux 
de cultures. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues pour 
trois mesures du pH sur trois échantillons. 
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2.2.2 Effet de la chloroquine sur la viabilité cellulaire et sur 
l’interaction d’HMGB1-E5 avec l’ADNp 
a. Effet de la concentration en chloroquine sur la 
cytotoxicité 
L’influence de la chloroquine sur la croissance et la viabilité cellulaire, lors de la 
transfection ciblée, a été déterminée à l’aide d’un compteur automatisé. Les cellules 
mixK5 ont été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de chlorate de sodium, puis elles ont 
été transfectées avec des protéiplexes formés au ratio massique pTT/GFP:HMGB1-E5 
égal à 1:5, ensuite les cellules ont été traitées 30 minpt avec des concentrations de 50, 
100 ou 200 µM de chloroquine pendant 2 j et enfin les cellules ont été numérées 
(Figure V-18). Le traitement des cellules avec 50 µM ou 100 µM de chloroquine 
diminue la densité et la viabilité cellulaire de 11 % et 29 % respectivement 
comparativement à celles des cellules n’ayant pas été traitées avec la chloroquine. 
L’augmentation de la concentration en chloroquine à 200 µM diminue la densité et la 
viabilité cellulaire respectivement de 48 % et 24 %. La diminution par deux de la 
concentration en chloroquine ne permettant pas de conserver une meilleure croissance 
ou viabilité des cellules mixK5, nous avons donc choisi de conserver la concentration de 
100 µM pour traiter nos cellules lors des expériences d’expression du transgène. 
 
Figure V-18. Influence de la concentration en chloroquine sur la densité et la 
viabilité cellulaire.  
Les cellules ont été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées 
avec des protéiplexes formés au ratio massique ADNp:HMGB1-E5 égal à 1:5. Les cellules ont 
ensuite été traitées 30 minpt avec 50, 100 ou 200 µM de chloroquine. La densité en cellules 
viables et la viabilité ont été déterminées à l’aide d’un compteur automatique de cellules, basé 
sur l’exclusion au bleu trypan. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes, 
n=3. * valeur-p < 0,05, ** valeur-p < 0,01 et *** valeur-p < 0,001 avec la concentration en 
chloroquine inférieure (exemple 100 µM versus 50 µM). 
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b. Effet de la chloroquine sur les protéiplexes 
La chloroquine permet d’augmenter l’échappement endosomal et possède 
également la capacité d’interagir avec l’ADN (Parker and Irvin, 1952). Nous avons donc 
voulu savoir si l’ajout de chloroquine dans le milieu de transfection avait un effet 
immédiat sur les protéiplexes. L’effet de la chloroquine sur l’interaction d’HMGB1-E5 
avec l’ADNp a été déterminé par retard sur gel de l’ADNp après sa complexation avec 
HMGB1-E5 suivit d’un ajout de chloroquine dans le milieu de complexation. Lors de 
l’expérience de retard sur gel, les protéiplexes sont formés avec les mêmes quantités 
d’ADNp et de protéine que les quantités ajoutées sur les cellules lors de la transfection, 
nous avons donc choisi d’ajouter la même quantité de chloroquine et non la même 
concentration. Il est donc à noter que lors de cette expérience, la concentration à 
proximité des protéiplexes est 50 fois plus élevée que lors des expériences de 
transfection ciblée. L’ajout de chloroquine ne modifie pas la migration de l’ADNp seul 
(Figure V-19 1er et 2ème puits). Cependant, le retard sur gel de l’ADNp induit par son 
interaction avec HMGB1-E5 est moins élevé en présence de chloroquine, sauf pour le 
ratio massique ADNp:protéine égal à 1:20. Le profil de migration des protéiplexes avec 
de la chloroquine comparativement à celui obtenu sans chloroquine suggère que la 
chloroquine aurait plutôt un effet déstabilisant sur les protéiplexes. 
 
Figure V-19. Effet de la chloroquine sur le retard de migration sur gel d’agarose 
de l’ADNp lié avec HMGB1-E5.  
Un microgramme de pTT/GFP a été mélangé avec des quantités croissantes d’HMGB1-E5, puis 
les complexes ont été incubés 15 min à température ambiante. Les protéiplexes ont été incubés 
5 min en présence d’H2O ou de chloroquine (5 mM) puis ont été soumis à une électrophorèse 
sur gel d’agarose. Les + indiquent les protéiplexes ayant été incubés avec de la chloroquine. Ce 
gel est représentatif des résultats obtenus lors de trois expériences indépendantes. 
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2.2.3 Influence du ratio massique et de la quantité de protéiplexes 
sur l’efficacité de transfection 
Il a déjà été démontré plusieurs fois que lors de l’utilisation de protéines à des 
fins de transfection, l’augmentation de la quantité de protéines pour former les 
protéiplexes (c’est-à-dire du ratio massique ADNp:protéine) permettait d’augmenter 
l’expression du transgène. Toutefois, une quantité trop élevée de protéines pourrait 
inhiber la capture des protéiplexes, du fait de la présence de protéines libres qui 
entreraient en compétition avec les protéiplexes pour leurs sites de liaison à la surface 
cellulaire. Dans cette partie, nous avons voulu évaluer si le faible pourcentage de 
cellules ayant capturé les protéiplexes et exprimant le transgène pourrait être dû à un 
ratio massique ADNp:HMGB1-E5 trop faible ou encore à une limitation de la quantité 
du nombre de protéiplexes. L’augmentation de la quantité d’HMGB1-E5 (mais avec une 
quantité d’ADNp fixe) pour former les protéiplexes peut aboutir à l’augmentation de la 
quantité de protéines HMGB1-E5 liée avec l’ADNp (Figure V-20 A, gauche) ou à la 
formation d’un plus grand nombre de protéiplexes mais ceux-ci contenant moins 
d’ADNp (Figure V-20 A, droite). Lors de l’augmentation de la quantité de protéiplexes 
formés avec un même ratio massique ADNp:HMGB1-E5, la quantité d’ADNp pour 
transfecter un nombre identique de cellules est augmentée (Figure V-20 B). 
 
Figure V-20. Illustration du principe de l’augmentation de la quantité de 
protéines (A) ou de protéiplexes (B). 
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Avant d’évaluer l’impact de l’augmentation de la quantité de protéines pour 
former les protéiplexes ou la quantité de protéiplexes sur la transfection ciblée, nous 
avons évalué l’impact de ces augmentations sur la transfection non ciblée. Les cellules 
mixK5 ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec pTT/BFP et HMGB1 sans 
le Ecoil, puis l’expression de la BFP a été déterminée 2 jpt par cytométrie en flux. Les 
résultats représentés dans la figure V-21 sont issus de deux expériences indépendantes 
réalisées en triplicata et les résultats sont représentés en expression relative du 
transgène. Le pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant la BFP obtenu après 
leur transfection avec des protéiplexes dont le ratio massique pTT/BFP:HMGB1 est égal 
à 1:5 (avec une quantité de 1 µg d’ADNp par mL de cellules) étant notre valeur de 
référence. Les cellules ont été transfectées avec des quantités croissantes d’HMGB1 
pour former les protéiplexes (Figure V-21 A et B) ou avec des quantités croissantes de 
protéiplexes (Figure V-21 C et D) et ont été traitées 30 minpt avec 100 µM de 
chloroquine.  
Dans le cas de la transfection non ciblée des cellules mixK5 avec des 
protéiplexes formés avec HMGB1, le nombre de cellules exprimant le transgène est 
augmenté proportionnellement avec l’augmentation de la quantité d’HMGB1 pour 
former les protéiplexes et l’augmentation de la quantité de protéiplexes et ce 
indépendamment de l’expression du récepteur K5-CD4-GFP par les cellules 293. Le but 
de cette expérience n’étant pas de déterminer les conditions optimales de la transfection 
non ciblée des cellules par les protéiplexes formés avec HMGB1, le ratio massique 
ADNp:HMGB1 et la quantité de protéiplexes n’ont pas été augmentés au-delà des 
valeurs présentées. 
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Figure V-21. Effet du ratio massique et de la quantité de protéiplexes formés 
avec HMGB1 sur la transfection non ciblée.  
Les cellules mixK5 ont été transfectées avec un ratio massique ADNp:HMGB1 croissant (A et B) 
ou avec une quantité de protéiplexes formés au ratio massique ADNp:HMGB1 (1:5) croissante 
(C et D). Les cellules ont été traitées avec 100 µM de chloroquine, 30 minpt. L’expression du 
transgène a été déterminée par quantification du pourcentage de cellules exprimant la BFP par 
cytométrie en flux, 2 jpt. Les parties A et B, ainsi que les parties C et D représentent deux à 
deux les mêmes résultats, les parties B et D permettant une meilleure représentation de la 
corrélation (indiquée sous les lignées cellulaires) entre l’expression relative du transgène et les 
quantités d’HMGB1 ou de protéiplexes. Les barres d’erreur représentent les erreurs-types des 
moyennes, n=6. Les flèches indiquent les valeurs de référence qui correspondent aux 
pourcentages de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène (BFP) après avoir été 
transfectées avec un ratio massique ADNp:protéine égal à 1:5 et contenant 1 µg d’ADNp. 
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L’évaluation de l’effet de ces augmentations de quantité a alors été déterminée 
pour la TCHE5 (Figure V-22). Les cellules mixK5 ont été prétraitées pendant 2 j avec 
30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées avec un ratio massique ADNp:HMGB1-E5 
de 1:1 à 1:20 ou avec une quantité croissante de protéiplexes pTT/BFP:HMGB1-E5 au 
ratio massique 1:5. Les cellules transfectées ont été traitées 30 minpt avec 100 µM de 
chloroquine et le pourcentage de cellules exprimant le transgène a été déterminé par 
cytométrie en flux, 2 jpt. Comme pour la figure V-21, les résultats sont exprimés en 
expression relative comparativement au pourcentage de cellules exprimant la BFP après 
transfection avec des protéiplexes formés avec un ratio massique pTT/BFP:HMGB1-E5 
égal à 1:5 et une quantité de 1 µg d’ADNp a été ajouté par mL de cellules. 
Le ratio massique ADNp:HMGB1-E5, entre 1:1 et 1:20 n’a aucun impact sur 
l’efficacité de transfection, ni sur le ciblage lors de la TCHE5 (Figure V-22 A et B). 
L’augmentation de la quantité de protéiplexes n’a pas non plus d’impact sur la 
transfection des cellules exprimant K5-CD4-GFP, par contre elle augmente l’efficacité 
de transfection des cellules 293 n’exprimant pas K5-CD4-GFP (Figure V-22 C et D). 
Ainsi l’augmentation de la quantité de protéiplexes lors de la TCHE5 augmente la 
transfection non ciblée. Afin de s’assurer que HMGB1-E5 n’était pas cytotoxique, les 
cellules mixK5 ont été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis ont été 
incubées pendant 2 j supplémentaires avec des quantités croissantes d’HMGB1-E5 
seules (Figure V-23 A) ou sous forme de protéiplexes (Figure V-23 B). Les densités et 
viabilités cellulaires obtenues sont identiques que les cellules aient été incubées en 
présence ou en l’absence d’HMGB1-E5 seule ou sous forme de protéiplexes. 
HMGB1-E5 n’a donc pas d’effet délétère sur la croissance cellulaire et ce jusqu’à 20 µg 
par mL de cellules mixK5. 
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Figure V-22. Effet du ratio massique et de la quantité de protéiplexes formés 
avec HMGB1-E5 sur la transfection ciblée.  
Les cellules mixK5 ont été traitées avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis ont été transfectées 
avec un ratio massique ADNp:HMGB1-E5 croissant (A et B) ou avec une quantité de 
protéiplexes formés au ratio massique ADNp:HMGB1-E5 (1:5) croissante (C et D). Les cellules 
ont été traitées avec 100 µM de chloroquine, 30 minpt. L’expression du transgène a été 
déterminée par quantification du pourcentage de cellules exprimant la BFP par cytométrie en 
flux, 2 jpt. Les parties A et B, ainsi que les parties C et D représentent deux à deux les mêmes 
résultats, les parties B et D permettant une meilleure représentation de la corrélation (indiquée 
sous les lignées cellulaires) entre l’expression relative du transgène et les quantités d’HMGB1 
ou de protéiplexes. Les barres d’erreur représentent les erreurs-types des moyennes, n=6. Les 
flèches indiquent les valeurs de référence qui correspondent aux pourcentages de cellules 
293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène (BFP) après avoir été transfectées avec un ratio 
massique ADNp:protéine égal à 1:5 et contenant 1 µg d’ADNp. 
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Figure V-23. Effet de la quantité d’HMGB1-E5 sur la croissance et la viabilité 
cellulaire.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3, puis ont été incubées en 
présence de quantités croissantes d’HMGB1-E5 seul (A) ou sous forme de protéiplexes (B). Les 
cellules ont ensuite été numérées grâce à un compteur automatisé de cellules. Les barres 
d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues pour trois échantillons. 
 
2.2.4 Impact de la préformation des protéiplexes sur l’efficacité de 
transfection 
Il a déjà été démontré que l’efficacité de transfection par le PEI ne dépendait pas 
de la préformation des polyplexes (Raymond et al., 2011). Lors de cette étude, les 
cellules 293 en suspension ont été transfectées de manière classique, dite « indirecte », 
lors de laquelle l’ADNp est mélangé avec le PEI, puis incubé à température ambiante, 
afin de laisser les polyplexes se former, avant d’être ajouté aux cellules. 
Alternativement, l’ADNp et le PEI peuvent être ajoutés directement dans la culture 
cellulaire, sans mélange préalable, cette méthode étant nommée la méthode « directe ». 
L’efficacité de transfection obtenues par les méthodes directe et indirecte est similaire. 
L’avantage majeur de la méthode directe est la simplification du procédé d’expression 
transitoire de gènes, surtout en mode haut débit (high-throughput) ou lors de la mise à 
l’échelle. Nous avons voulu déterminer si la méthode directe pouvait être utilisée avec 
notre nouveau système de transfection. 
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Figure V-24. Impact de la précomplexation de l’ADNp avec HMGB1-E5 sur 
l’efficacité de transfection. 
 Les cellules 293:293/K5-CD4-GFP ont été traitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis les 
cellules ont été transfectées avec des protéiplexes ADNp:HMGB1-E5 (1:5) préformés (indirecte) 
ou par ajout de l’ADNp et d’HMGB1-E5 directement sur les cellules. Trente minutes post-
transfection, les cellules ont été traitées avec 100 µM de chloroquine. Le pourcentage de 
cellules exprimant le transgène (BFP) a été mesuré par cytométrie en flux, 2 jpt. Les barres 
d’erreur représentent les écarts-types des moyennes des échantillons d’une expérience réalisée 
en triplicata, n=3. ** valeur-p < 0,01 et *** valeur-p < 0,001 entre la méthode directe et indirecte. 
 
La figure V-24 montre que la méthode de transfection directe diminue le 
pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène de 21 ± 3 % à 8 ± 
1 %, ce qui indique que la précomplexation des protéiplexes est nécessaire. L’utilisation 
de la méthode directe entraine la diminution de l’efficacité de transfection, ces résultats 
éliminent la possibilité de simplifier le procédé de transfection en établissant une lignée 
stable exprimant HMGB1-E5 et K5-CD4-GFP. En effet, si la méthode directe était aussi 
efficace que la méthode indirecte, nous aurions pu imaginer d’ajouter l’expression 
d’HMGB1-E5 sous forme sécrétée et ainsi créer une lignée cellulaire pouvant s’auto-
transfecter. L’ADNp aurait pu être ajouté dans le milieu de culture et HMGB1-E5 
n’aurait pas eu besoin d’être purifié. 
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2.2.5 Effet de la concentration en NaClO3 sur l’efficacité de 
transfection 
Afin de vérifier que la concentration en NaClO3 de 30 mM choisie grâce aux 
expériences de captures des protéiplexes 30 minpt, permettait d’obtenir une expression 
optimale, nous avons déterminé les efficacités de transfection obtenues après le 
traitement des cellules avec les mêmes concentrations NaClO3 (10, 30 et 50 mM) et la 
même densité cellulaire que lors des expériences de capture des protéiplexes.  
 
Figure V-25. Influence de la concentration en NaClO3 sur la transfection ciblée. 
 Les cellules ont été prétraitées pendant 2 j, avec du NaClO3 aux concentrations de 0, 10, 
30 mM (A) ou 30 et 50 mM (B). Puis, les cellules ont ensuite été transfectées avec les 
protéiplexes pTT/BFP:HMGB1-E5 au ratio massique 1:5 et 100 µM de chloroquine a été ajouté 
30 minpt. Le pourcentage de cellules exprimant le transgène, la BFP, a été déterminé 2 jpt, par 
cytométrie en flux. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues 
pour trois échantillons. ** valeur-p < 0,01 et les valeurs-p non significatives entre les différentes 
concentrations de NaClO3 ne sont pas indiquées. 
 
La figure V-25 montre que le traitement des cellules mixK5, ensemencées à 
0,15 × 106 cellules/mL avec des concentrations en NaClO3 égales à 10, 30 et 50 mM, 
n’affecte pas l’expression du transgène par les cellules 293 n’exprimant pas le récepteur. 
Toutefois, le traitement des cellules avec 30 mM de chlorate de sodium augmente 
significativement l’efficacité de transfection ciblée de 3,7 ± 1,8 % à 14,5 ± 2,1 %, alors 
qu’un traitement à 10 mM n’a pas d’effet (Figure V-25 A). On note également dans la 
figure V-25 B que la proportion de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène 
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diminue de 13,9 ± 0,8 % à 9,4 ± 0,8 % lorsque la concentration en NaClO3 est 
augmentée de 30 à 50 mM, ce qui est probablement dû à l’effet cytostatique de cette 
concentration en NaClO3 sur les cellules mixK5 (Figure V-11). Si tel est le cas, cela 
suggère que malgré la présence de deux motifs NLS sur HMGB1, les protéiplexes ne 
seraient pas capables d’entrer dans le noyau via les NPC, mais plutôt lors de la rupture 
de la membrane nucléaire du noyau lors de mitose.   
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2.2.6 Effet du CaCl2 sur la transfection ciblée 
Lors de la transfection de cellules murines NIH 3T3 avec des protéiplexes 
formés avec l’histone H1, l’efficacité de transfection peut être augmentée grâce à l’ajout 
de chloroquine ou en présence d’ion Ca2+ (Bottger et al., 1998). Cette augmentation de 
l’expression de la luciférase, utilisée comme gène rapporteur, dépend du milieu utilisé et 
très probablement de la quantité d’ion Ca2+ déjà présente dans le milieu de culture. En 
effet les auteurs de cette étude observent une augmentation de l’efficacité de transfection 
lors de l’ajout de chloroquine ou de 6 mM de CaCl2, lorsque les cellules sont 
transfectées dans du RPMI 1640 (contenant 0,42 mM d’ions Ca2+) alors qu’aucune 
augmentation d’expression du transgène n’est observée lorsque les cellules sont 
transfectées dans du DMEM (contenant déjà 1,79 mM d’ions Ca2+). Les ions Ca2+ 
semblent faciliter le relargage du contenu endo-lysosomal dans le cytoplasme, 
probablement grâce à l’activité fusogénique des précipités calcium phosphate (Chen et 
al., 1994; Haberland et al., 1999). Toutefois, il a déjà été démontré que des 
concentrations de 100 ou 500 µM d’ions Ca2+ induisaient l’agrégation de cellules 293 
cultivées en suspension (Peshwa et al., 1993). Nous avons tout de même voulu évaluer 
la possibilité d’utiliser les ions Ca2+ en alternative au traitement à la chloroquine, car les 
ions Ca2+ sont ajoutés lors de la transfection des cellules. Les cellules au moment de la 
transfection sont donc en suspension sous forme individuelle, de ce fait elles pourraient 
capturer les protéiplexes avant leur agrégation.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées pendant 48 h avec 30 mM de NaClO3, puis 
ont été transfectées avec un ratio massique pTT/BFP:HMGB1-E5 égal à 1:5, avant 
l’ajout 30 minpt de 0, 2, 4, 6 ou 10 mM de CaCl2. La figure V-26 montre l’agrégation 
des cellules 1 j après l’ajout de CaCl2, la plus basse concentration en CaCl2 (2 mM) 
suffit à induire l’agrégation des cellules 293:293/K5-CD4-GFP et la plus haute 
concentration en CaCl2 (10 mM) est cytotoxique pour les cellules mixK5. Seulement 
quelques cellules expriment le transgène 2 j après l’ajout de 6 mM de CaCl2 lors de la 
TCHE5 (Figure V-27) et aucune cellule BFP positive n’a été observée après l’ajout de 0, 
2 et 4 mM de CaCl2, ce qui indique que la concentration en CaCl2 doit être très élevée 
pour permettre d’augmenter l’échappement endosomal. Nous n’avons donc pas évalué 
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l’effet de concentrations inférieures sur l’efficacité de transfection qui pourtant aurait pu 
ne pas entrainer l’agrégation des cellules. Ces résultats montrent que l’ajout des ions 
Ca2+ ne peut pas être une alternative à l’utilisation de la chloroquine pour améliorer 
l’efficacité de transfection de cellules en suspension. 
 
Figure V-26. Influence de la concentration en CaCl2 sur l’agrégation des cellules 
en suspension. 
 Les cellules ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées avec un ratio 
massique pTT/BFP:HMGB1-E5 égal à 1:5. Les cellules ont ensuite été traitées 30 minpt avec 
des concentrations croissantes en CaCl2, puis ont été observées par microscopie 1 jpt. 
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Figure V-27. Effet de l’ajout de 6 mM de CaCl2 sur l’expression de la BFP après la 
TCHE5.  
Les cellules ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées avec un ratio 
massique pTT/BFP:HMGB1-E5 égal à 1:5, les cellules ont ensuite été traitées 30 minpt avec 
6 mM de CaCl2, puis ont été observées par microscopie à fluorescence 2 jpt.  
2.3. Conclusion 
Le traitement des cellules mixK5 avec 30 mM de NaClO3 et/ou avec 100 µM de 
chloroquine n’induit aucun changement de pH du surnageant cellulaire, ce qui indique 
que ces deux molécules n’ont pas d’impact au niveau des interactions électrostatiques 
entre le Kcoil et le Ecoil. L’ajout de chloroquine semble toutefois avoir un effet 
déstabilisateur sur les protéiplexes. L’efficacité de transfection, évaluée par le 
pourcentage de cellules exprimant le transgène, n’est pas augmentée quand la quantité 
d’HMGB1-E5 pour former les protéiplexes ou la quantité de protéiplexes sont 
augmentées. Une expression optimale du transgène requiert la préformation des 
protéiplexes avant leur ajout sur les cellules mixK5 ainsi qu’un traitement avec une 
concentration de 30 mM en NaClO3 permettant la diminution de l’attachement de la 
partie HMGB1 sur la surface cellulaire, sans entraîner un effet cytostatique. Enfin, la 
chloroquine, qui permet d’améliorer l’échappement endosomal mais qui possède un 
effet cytotoxique sur les cellules, ne peut pas être remplacée par l’ajout d’ion calcium, 
car ceux-ci doivent être ajoutés en grande quantité ce qui entraîne l’agrégation des 
cellules et ne permet pas une expression du transgène suffisante.   
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3. Effet de la condensation de l’ADNp sur la transfection ciblée 
3.1. Introduction 
Lors de la TCHE5, les protéiplexes s’attachent sur seulement 20 % des cellules 
exprimant le récepteur fusionné au K5 (Figure V-13) et cela n’est pas le résultat d’une 
limitation de la quantité de protéiplexes (Figure V-22). Nous nous sommes ensuite 
demandé si l’instabilité d’interaction d’HMGB1 avec l’ADN observée dans la 
figure V-8 était une des limites de la TCHE5. Il a déjà été démontré que la délétion de la 
queue acidique d’HMGB1 pouvait améliorer son interaction avec l’ADNp (Ueda et al., 
2004). En effet, la queue acidique interagit avec les boites A et B (Knapp et al., 2004), 
entrainant une conformation d’HMGB1 dite fermée (Wang et al., 2007). Wang et al. 
suggèrent que cette interaction aurait comme rôle d’empêcher la liaison avec l’ADN, 
dans certaines conditions. En effet, la mutation de quatre acides aminés dans les boites 
A et B d’HMGB1 entraine une perte d’interaction des boites A et B avec la queue 
acidique et une liaison plus forte avec l’ADN linéaire (Wang et al., 2007). En 2008, Kim 
et al. ont étudié l’effet de la troncature d’HMGB1 sur plusieurs étapes de la transfection. 
Tout d’abord ils démontrent que la complexation de l’ADNp avec HMGB1ab (forme 
d’HMGB1 tronquée, ne possédant pas sa queue acidique) permet d’empêcher la 
migration de l’ADN dans un gel d’agarose, au ratio massique ADNp:HMGB1ab égal à 
1:1 (Kim et al., 2008b). Toutefois, le ratio massique ADNp:HMGB1ab doit être 
augmenté à 1:20 pour permettre l’obtention de protéiplexes avec un potentiel zêta 
positif. Une nouvelle augmentation du ratio massique ne permet pas d’augmenter le 
potentiel zêta des protéiplexes, mais augmente leur diamètre d’environ 150 nm à 
350 nm, respectivement pour les ratios massiques 1:10 et 1:40. Ces résultats suggèrent 
que l’augmentation du ratio massique permet d’augmenter la quantité d’HMGB1ab 
contenue par protéiplexes. Il est à noter que le ratio massique 1:40 permet d’obtenir une 
expression du transgène (i) supérieure lorsque les protéiplexes sont formés avec 
HMGB1ab comparativement à HMGB1 dans sa version complète (ii) similaire à celle 
obtenu avec la PLL (ratio massique ADNp:PLL de 1:2). 
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 Dans cette partie de la thèse, nous avons donc voulu déterminer si la capture et 
l’efficacité de transfection lors de la TCHE5 pouvaient être améliorées par l’utilisation 
d’une forme tronquée d’HMGB1. Tout d’abord, les protéines HMGB1ab fusionnées ou 
non avec le Ecoil ont été produites et purifiées, puis leurs capacités à former des 
nanoparticules stables, de capture par les cellules mixK5 et leurs efficacités de 
transfection ont été comparées à celles de la forme complète de la protéine. 
3.2. Résultats 
3.2.1 Purification des protéines HMGB1ab et HMGB1ab-E5 
Dans le but d’augmenter la force d’interaction d’HMGB1-E5 avec l’ADNp, la 
queue acidique de la protéine a été tronquée et le coil E5 a été ajouté à son extrémité C-
terminale (Figure V-28).  
 
Figure V-28. Représentation schématique des protéines HMGB1-E5, 
HMGB1ab-E5 et HMGB1ab.  
Toutes les protéines ont été purifiées par chromatographie d’affinité avec des ions cobalt 
immobilisés, grâce à leur étiquette histidine. L’addition du peptide signal de sécrétion de l’IL2 
(SP) a permis la production des protéines HMGB1ab et HMGB1ab-E5 sous forme sécrétée.  
 
Dans la partie V.1.2.1, les protéines HMGB1 ont été produites sous forme 
intracellulaire du fait de leur faible sécrétion, ce qui nous avait permis d’augmenter le 
rendement de production. Par contre les protéines HMGB1 tronquées, contenant 
uniquement les boites A et B ont été produites sous forme sécrétée, car nous avions déjà 
produit et purifié dans le laboratoire d’autres protéines recombinantes contenant les 
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boites A et B d’HMGB1 et que lorsque ces protéines étaient produites sous forme 
intracellulaire, nous avions observé la présence importante d’agrégats de ces protéines 
lors de la lyse cellulaire, qui étaient retrouvés dans les protéines purifiées. Afin de 
vérifier si la protéine HMGB1ab-E5 était en partie sous forme d’agrégat dans les 
cellules CHO, les cellules ayant servi à la production de la protéine sécrétée ont été 
lysées et leur contenu en protéines a été déterminé grâce à leur séparation par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide suivie de leur révélation par coloration au bleu 
de Coomassie ou par immunobuvardage de type western. La figure V-29 montre que les 
cellules lysées contiennent de nombreux agrégats ainsi que de nombreux produits de 
dégradation d’HMGB1ab-E5, alors que la protéine sécrétée ne semble pas s’agréger. 
 
Figure V-29. Agrégation de la forme intracellulaire d’HMGB1ab-E5.  
Les cellules CHO ont été transfectées comme décris dans la partie IV.8, puis récoltées 5 jpt. Le 
culot cellulaire a été lysé et le contenu en protéine du surnageant (sécrétée) et du lysat 
cellulaire (intracellulaire) a été déterminé par SDS-PAGE révélé par coloration au bleu de 
Coomassie (A) ou par immunobuvardage de type western, avec un anticorps dirigé contre 
l’étiquette histidine (B). MT: Marqueur de taille. 
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La protéine HMGB1 possède trois cystéines, les cystéines en position 23 et 45 
peuvent former des ponts disulfures intramoléculaires en présence d’un oxydant et celle 
en position 106 est impliquée dans la localisation nucléaire de la protéine (Hoppe et al., 
2006). Nous avons souhaité savoir si ces cystéines pouvaient entrainer la dimérisation 
des protéines purifiées. Lors de l’évaluation de la pureté des protéines HMGB1 et 
HMGB1-E5, les ponts disulfures ont été rompus par l’ajout de DTT et chauffage à 70°C 
(Figure V-4). Afin de vérifier si les protéines purifiées sont sous forme dimérique, les 
protéines ont été séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en l’absence de 
DTT, puis les protéines ont été révélées par coloration au bleu de Coomassie 
(Figure V-30 A). L’absence de DTT révèle la présence de formes dimériques, non 
visibles lorsque les échantillons ont été chauffés en présence de DTT pour les quatre 
protéines purifiées HMGB1, HMGB1-E5, HMGB1ab et HMGB1ab-E5. Les formes 
tronquées d’HMGB1 semblent former plus de dimères, en effet le calcul du pourcentage 
de protéines sous forme dimérique par rapport au contenu total en protéines indique que 
HMGB1-E5, HMGB1, HMGB1ab-E5 et HMGB1ab contiennent respectivement 3,6, 
4,9, 24,0 et 13,1 % de protéines dimérisées après leur purification (Figure V-30 D). 
L’identité des protéines purifiées a été confirmée par immunobuvardage de type western 
révélé avec un anticorps dirigé contre l’étiquette histidine (Figure V-30 B) ou HMGB1 
(Figure V-30 C). La comparaison du contenu total en protéines et des protéines étant 
reconnues par l’anticorps anti-PolyHis et anti-HMGB1 confirment que les protéines ont 
été purifiées avec une grande pureté. De manière surprenante, la protéine HMGB1ab-E5 
n’est pas reconnue par l’anticorps polyclonal anti-HMGB1, mais la présence de la 
protéine a été confirmée préalablement par une coloration de la membrane au rouge 
Ponceau (non montrée à cause de la faible intensité du signal, mais visible à l’œil nu). 
Lors de la purification d’HMGB1ab et HMGB1ab-E5, nous avons observé une grande 
perte de protéine d’intérêt dans le deuxième lavage. Puisque cette fraction ne contient 
pas ou peu de protéines contaminantes, cette étape a été éliminée lors de la purification 
des protéines vectrices de l’ADNp sécrétées, afin de permettre d’augmenter le 
rendement de purification.   
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Figure V-30. Pureté des protéines HMGB1-E5, HMGB1, HMGB1ab-E5 et 
HMGB1ab et détermination du pourcentage de protéines sous forme dimérique.  
Les protéines purifiées ont été séparées par électrophorèse sur gel SDS-PAGE, puis elles ont 
été révélées par coloration au bleu de Coomassie (A) ou par immunobuvardage de type western 
avec un anticorps anti-polyHis (B) ou anti-HMGB1 (C). Le pourcentage de protéines sous forme 
dimérique a été calculé à l’aide du logiciel Image Lab (D). Les astérisques indiquent les 
protéines sous forme dimériques.  
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3.2.2 Effet de la troncature de la queue acidique d’HMGB1 sur son 
interaction avec l’ADNp  
La forme tronquée d’HMGB1 possédant uniquement ses boites A et B a déjà été 
démontrée comme ayant la capacité de condenser l’ADNp (Kim et al., 2008b). Afin de 
vérifier si l’ajout du E5 perturbait cette fonction, des quantités croissantes d’HMGB1ab 
(1 à 20 µg) avec ou sans E5 ont été ajoutées avec une quantité d’ADNp fixe et le retard 
de migration de l’ADNp lors d’une électrophorèse sur gel d’agarose a été déterminée 
(Figure V-31). La complexation de l’ADNp avec HMGB1ab induit une incapacité de 
celui-ci à migrer dans un gel d’agarose dès que la quantité d’HMGB1ab est suffisante 
(5 µg/µg d’ADNp), ce qui suggère que les protéiplexes formés avec HMGB1ab (i) 
possèdent une charge proche de la neutralité ou positive ou (ii) sont sous forme 
d’agrégats. L’ajout du coil E5 à l’extrémité C-terminale d’HMGB1ab diminue ce 
phénomène et on observe que les protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 apparaissent 
sous forme d’une bande non diffuse et plus retardée que ceux formés avec HMGB1-E5. 
Ces résultats suggèrent que la troncature de la queue acidique permettrait la formation 
de complexes plus stables et monodispersés (c'est-à-dire avec une variation de taille 
moins élevée entre les différents complexes) lorsque HMGB1 est fusionné avec le Ecoil.   
 
Figure V-31. Interaction de l’ADNp avec HMGB1-E5, HMGB1ab ou HMGB1ab-E5. 
Profil de migration de l’ADNp sur gel d’agarose en présence d’HMGB1-E5, HMGB1ab ou 
HMGB1ab-E5. Les nombres au-dessus des puits représentent la quantité en µg d’HMGB1 
complexée avec 1 µg de pTT/GFP. Ce gel est représentatif de ceux obtenus lors de 3 
expériences indépendantes. 
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Lors de l’expérience ci-dessus, les mêmes quantités de protéines ont été ajoutées à 
une quantité constante d’ADNp, toutefois les protéines ne possédant pas le même poids 
moléculaire, le nombre de molécules de protéines ajouté par molécule d’ADNp diffère. 
Le plasmide pTT/GFP possède 6654 pb, 1 µg de plasmide contient donc 
1,39 × 1011 molécules d’ADNp. Concernant les protéines, afin d’évaluer le nombre de 
molécules contenues dans 1 µg de protéines, les poids moléculaires des protéines 
estimés avec le logiciel protparam (et référencés dans tableau A en annexe) ont été 
utilisés (sans tenir compte de potentielles modifications post-traductionnelles). Un 
microgramme d’HMGB1, HMGB1ab ou HMGB1ab-E5 correspond donc 
respectivement à l’ajout de 1,83, 2,19 et 2,02 × 1013 protéines. Par conséquent, le ratio 
massique ADNp:protéines égal à 1:1 correspond respectivement à l’ajout de 131, 157 et 
145 protéines par molécule d’ADNp pour HMGB1-E5, HMGB1ab et HMGB1ab-E5.  
3.2.3 Taille des protéiplexes 
Afin de vérifier si le retard de migration de l’ADNp était dû à l’agrégation des 
protéiplexes, la taille des protéiplexes a été déterminée par DLS. Le plasmide pTT/GFP 
a été mélangé avec la protéine HMGB1ab après leur dilution séparément dans l’eau, au 
ratio massique ADNp:HMGB1ab de 1:5; les protéiplexes ainsi formés ont un diamètre 
de 553 ± 73 nm (Figure V-32). Il est à noter que le temps nécessaire pour déterminer la 
taille des protéiplexes est d’environ 2,5 min, afin de collecter suffisamment de données 
pour permettre une mesure précise. Nous avons observé qu’entre le début et la fin de la 
mesure le diamètre moyen avait augmenté de plus de 50 %, indiquant que ceux-ci 
s’agrègent et une incubation supplémentaire de 5 min a abouti à la formation de 
complexes dont le diamètre était supérieur à 2 µm. L’utilisation du DPBS comme milieu 
de complexation à la place de l’eau permet la formation de nanoparticules de 
111 ± 5 nm de diamètre, après 15 min et nous n’avons pas observé d’augmentation du 
diamètre des nanoparticules lors d’une incubation prolongée à 30 min. La taille 
moyenne et l’indice de polydispersion ont de ce fait été déterminés dans le DPBS 
comme milieu de complexation. 
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Figure V-32. Influence du milieu de complexation sur la taille des protéiplexes.  
Le plasmide pTT/GFP et la protéine HMGB1ab ont été dilués séparément dans l’eau 
(gauche) ou dans le DPBS (droite), ensuite les dilutions ont été mélangées, puis 
incubées 15 min avant que leurs tailles moyennes soient déterminées par DLS. 
Chaque courbe correspondant à une détermination. 
 
La figure V-33 représente les diamètres et les indices de polydispersion des 
protéiplexes formés dans du DPBS avec HMGB1ab et HMGB1ab-E5. L’incubation de 
1 µg de pTT/GFP avec 1 µg d’HMGB1ab résulte en la formation de protéiplexes de 
139 ± 8 nm (Figure V-33 A), avec la présence d’agrégats représentant moins de 2 % de 
l’intensité de fluorescence recueillie. Lorsque la quantité d’HMGB1ab pour former les 
protéiplexes est augmentée à 5, 10 ou 20 µg par µg d’ADNp, aucun agrégat n’a été 
détecté, leur diamètre se situe entre 103 et 116 nm et leur indice de polydispersion est de 
0,177 à 0,227 (Figure V-33 C). Ces résultats indiquent qu’une quantité de 5 à 20 µg 
d’HMGB1ab permet la formation de nanoparticules ayant des diamètres très similaires, 
avec un faible effet de la quantité de protéines ajoutée et que les complexes contenus 
dans la population de particule ont une taille plutôt homogène.  
Les protéiplexes formés avec la protéine HMGB1ab fusionnée avec le coil E5 à son 
extrémité C-terminale ont un diamètre d’environ 150 nm, quelle que soit la quantité de 
protéines ajoutée (entre 1 et 20 µg, Figure V-33 B). Comme pour HMGB1ab, les 
protéiplexes formés au ratio massique ADNp:HMGB1ab-E5 égal à 1:1 contiennent des 
agrégats qui possèdent un diamètre moyen de 4,2 µm. Des nanoparticules dont le 
diamètre se situe entre 39 et 55 nm sont également présents, lorsque les protéiplexes ont 
été formés aux ratios ADNp:HMGB1ab-E5 entre 1:1 et 1:10. La fusion d’HMGB1ab 
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avec E5 augmente la polydispersion des protéiplexes, en effet leur PdI est de 0,177 à 
0,227 pour les protéiplexes formés avec HMGB1ab alors qu’il est de 0,304 à 0,456 
lorsque HMGB1ab-E5 a été utilisé. Ces résultats montrent que l’addition du Ecoil à 
l’extrémité C-ter d’HMGB1ab diminue sa force d’interaction avec l’ADNp, en accord 
avec ceux montrés dans la figure V-31. 
 
Figure V-33. Taille des protéiplexes formés avec HMGB1ab avec et sans E5.  
Le plasmide pTT/GFP et la protéine HMGB1ab (A et C) ou HMGB1ab-E5 (B et D) ont été dilués 
séparément dans du DPBS, puis les dilutions ont été mélangées et incubées 15 min avant que 
les tailles moyennes des particules formées (A et B) et leur indice de polydispersion (C et D) 
soient déterminés par DLS. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes 
obtenues sur trois échantillons. § indique la présence d’agrégats dans l’échantillon dont la taille 
est située entre 4,6 et 5,4 µm de diamètre (représentant toujours moins de 2 % de l’intensité 
totale recueillie). Les nombres présents au-dessus des bâtons indiquent la taille de complexes 
de plus petite taille présents dans les échantillons et retrouvés lors des trois mesures. Seules 
les valeur-p significatives ont été indiquées, * valeur-p < 0,05 et ** valeur-p < 0,01. 
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La taille moyenne et la polydispersion des protéiplexes formés avec HMGB1 dans 
sa version complète avec ou sans E5 ont également été déterminées par DLS, pour les 
ratios massiques ADNp:HMGB1 allant de 1:1 à 1:20 (Figure V-34). L’ajout d’HMGB1 
ne permet pas d’obtenir une population de particules de taille homogène, rendant 
l’interprétation des données de DLS difficile (Figure V-34 A et C). En effet, pour tous 
les ratios massiques étudiés, on dénote la présence d’agrégats dont la taille se situe entre 
5 et 5,4 µm de diamètre, de nanoparticules dont le diamètre est strictement inférieur à 
90 nm et d’une troisième population de particules de plusieurs centaines de nanomètres. 
Cette dernière population de particules, présente en solution lors de la formation des 
protéiplexes avec 1 à 10 µg d’HMGB1 par µg d’ADNp, possède un diamètre d’environ 
200 nm et un indice de polydispersion situé entre 0,385 et 0,416. L’augmentation de la 
quantité d’HMGB1 à 20 µg résulte en la formation de particules de taille inférieure 
(333 nm) et de polydispersion supérieure (PdI égal à 0,605). Ces résultats suggèrent que 
les protéiplexes formés avec HMGB1 ne permettent pas la formation d’une population 
de particules homogènes et stables, ils corroborent donc les résultats obtenus dans la 
figure V-8.  
L’effet de la fusion du E5 à l’extrémité C-ter d’HMGB1 sur la taille des 
nanoparticules formées avec l’ADNp a également été évalué (Figure V-34 B et D). De 
manière similaire à la protéine HMGB1 sans Ecoil, la complexation de l’ADNp avec 
HMGB1-E5 résulte en la formation d’agrégats et de petites particules, ces dernières 
ayant un diamètre maximal de 21 nm. Les particules de taille intermédiaires ont un 
diamètre de 350 nm lorsque celles-ci sont formées au ratio massique 
pTT/GFP:HMGB1-E5 égal à 1:1 et un PdI de 0,454. L’augmentation de la quantité 
d’HMGB1-E5 entre 5 et 20 µg par µg d’ADNp permet une réduction de leur taille et de 
leur indice de polydispersion à environ 300 nm de diamètre et 0,3 respectivement. 
Globalement la présence du coil E5 sur HMGB1 entraine une augmentation de la taille 
des protéiplexes et une diminution de leur polydispersion, comparativement à la 
protéine HMGB1 sans Ecoil. 
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Une meilleure interprétation des diamètres des protéiplexes déterminés par DLS 
pourrait être obtenue grâce à la visualisation des nanoparticules par microscopie 
électronique ou par microscopie à force atomique, car la mesure de la taille des 
nanoparticules par DLS est basée sur la supposition que celles-ci ont une forme 
sphérique. En effet, si les protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5, HMGB1 et 
HMGB1-E5 étaient sous forme de filaments les deux populations de diamètres situés 
aux alentours de 50 et 150 nm correspondraient respectivement à la largeur et la 
longueur des nanoparticules.  
 
Figure V-34. Taille des protéiplexes formés avec HMGB1 avec et sans E5.  
Le plasmide pTT/GFP et la protéine HMGB1 (A et C) ou HMGB1-E5 (B et D) ont été dilués 
séparément dans du DPBS, puis les dilutions ont été mélangées, et enfin incubées 15 min avant 
que les tailles moyennes des particules formées (A et B) et leur indice de polydispersion (C et 
D) soient déterminés par DLS. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes 
obtenues sur trois échantillons. § indique la présence d’agrégats dans l’échantillon dont la taille 
est située entre 4,6 et 5,4 µm de diamètre (représentant toujours moins de 2 % de l’intensité 
totale recueillie). Les nombres présents au-dessus des bâtons indiquent la taille de complexes 
de plus petite taille présents dans les échantillons et retrouvés lors des trois mesures. Seules 
les valeur-p significatives ont été indiquées, * valeur-p < 0,05 et ** valeur-p < 0,01. 
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3.2.4 Potentiel zêta des protéiplexes 
Le potentiel zêta des protéiplexes peut influencer leurs propriétés d’interaction 
avec la surface cellulaire; en effet lorsque les particules sont chargées positivement 
celles-ci peuvent interagir avec les charges négatives des composants présents à la 
surface des membranes plasmiques, par exemple les HSPGs ou les phospholipides. Lors 
de la mesure du potentiel zêta des protéiplexes, l’application d’un courant électrique de 
150 V a induit l’agrégation des protéines (Figure V-35). Le logiciel Zetasizer permet à 
l’utilisateur de diminuer le voltage du courant électrique appliqué sur l’échantillon. Le 
réglage du potentiel zêta peut être effectué en mode automatique, toutefois le premier 
courant est de 150 V, puis il est progressivement diminué, de ce fait le réglage a dû être 
effectué manuellement. La diminution du voltage entraîne une augmentation du temps 
nécessaire pour collecter les 10 000 comptes nécessaires à l’obtention de résultats 
fiables. Ce temps peut être diminué grâce à l’augmentation de la quantité de particules. 
Une quantité de 30,4 µg d’ADNp complexé avec la même quantité de protéine 
HMGB1ab a permis de collecter suffisamment de données pour permettre le calcul du 
potentiel zêta lors de l’application d’un courant de 60 V, toutefois le même échantillon 
ne peut être utilisé que pour une mesure, car lors de la deuxième mesure, les protéines 
s’agrègent. Ainsi la détermination du potentiel zêta des protéiplexes formés avec des 
ratios massiques ADNp:protéine de 1:1, 1:5, 1:10 et 1:20 nécessiterait d’utiliser un 
minimum 3,3 mg de protéines. Nous avons donc choisit de ne pas déterminer ce 
paramètre, car la détermination de la taille des protéiplexes par DLS combinée avec le 
retard de migration de l’ADNp permettent de savoir si les charges de l’ADNp ont été 
neutralisées ou non. 
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Figure V-35. Agrégation des protéines lors de la mesure du potentiel zêta des 
protéiplexes.  
L’ADNp a été mélangé avec HMGB1, puis le mélange a été incubé pendant 15 min à 
température ambiante pour permettre la formation des protéiplexes. L’application d’un courant 
électrique de 150 V, lors de la mesure du potentiel zêta, a induit une rapide agrégation des 
protéines.  Les flèches indiquent les agrégats de protéines ayant sédimentés. 
3.2.5 Stabilité des protéiplexes formés avec HMGB1, HMGB1-E5, 
HMGB1ab ou HMGB1ab-E5 
Dans le but de vérifier la stabilité des protéiplexes formés avec HMGB1, 
HMGB1-E5, HMGB1ab ou HMGB1ab-E5 aux ratios massiques ADNp:protéines de 1:5 
ou 1:20, ceux-ci ont été exposés à des quantités croissantes d’héparine de 0,1 à 10 µg 
par µg d’ADNp (correspondant à la concentration de 0,1 à 10 mg/mL). L’héparine étant 
fortement chargée négativement, car elle contient de nombreux groupements sulfates, 
entrant en compétition avec l’ADNp pour la liaison avec les protéines HMGB1. La 
détermination de la dissociation de l’ADNp des protéiplexes a ensuite été effectuée 
grâce à une électrophorèse sur gel d’agarose. L’incubation de l’ADNp avec l’héparine, 
jusqu’à 10 mg/mL ne modifie pas sa migration sur gel d’agarose 1 % (Figure V-36 A et 
B, parties I), indiquant que l’héparine n’interagit pas avec l’ADNp. La figure V-36 A 
montre l’effet de l’héparine sur l’interaction entre l’ADNp et la forme complète 
d’HMGB1 avec ou sans le Ecoil. Il est à noter que lorsque les protéiplexes sont incubés 
en l’absence d’héparine pendant 45 min, leurs profils de migrations diffèrent en 
fonction de la présence ou l’absence du coil E5 (Figure V-36 A, comparaison des lignes 
1 des parties II et IV ou III et V), contrairement à ce qui avait été observé lorsque les 
protéiplexes sont formés pendant 15 min à température ambiante (Figure V-8). La 
migration d’une partie de l’ADNp est complètement retardée après l’ajout de 20 µg 
d’HMGB1 avec ou sans E5 (Figure V-36 A, lignes 1, 2, 3 des parties III et V), alors que 
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cela n’était pas le cas lorsque les protéiplexes été formés pendant 15 min (Figure V-8), 
probablement due à l’agrégation d’une partie des protéiplexes. Lorsque les protéiplexes 
sont formés avec HMGB1 ou HMGB1-E5 au ratio massique ADNp:protéines de 1:5, 
l’ADNp commence à être relargué à partir de 0,1 µg d’héparine (Figure V-36 A, lignes 
2 des parties II et IV) et l’est complètement quand la quantité d’héparine atteint 10 µg 
(Figure V-36 A, lignes 4 des parties II et IV). Quand le ratio massique est augmenté à 
1:20, les protéiplexes formés avec HMGB1 semblent être plus stables que ceux formés 
avec HMGB1-E5 (Figure V-36 A, comparaison des lignes 1 avec les lignes 2, 3 et 4 des 
parties III et V). 
Figure V-36. Déstabilisation des protéiplexes formés avec HMGB1, HMGB1-E5, 
HMGB1ab et HMGB1ab-E5 par l’héparine.  
Un microgramme de plasmide pTT/GFP a été incubé pendant 15 min avec HMGB1 ou 
HMGB1-E5 dans leur version complète (A) ou tronquées (B) au niveau de la queue acidique 
d’HMGB1. Les protéiplexes ont ensuite été incubés pendant 30 min avec des concentrations 
croissantes d’héparine (de 0,1 à 10 mg/mL, correspondant à 0,1 à 10 µg par µg d’ADNp), puis 
ont été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose. Ce gel est représentatif des résultats 
obtenus lors de deux expériences indépendantes. 
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L’effet de l’héparine sur la migration des protéiplexes formés avec les 
formes tronquées au niveau de la queue acidique d’HMGB1 a également été 
déterminé (Figure V-36 B). Le relargage de l’ADNp des protéiplexes est dépendant 
de la quantité d’HMGB1ab ou HMGB1ab-E5 utilisée pour former les protéiplexes. 
En effet, lorsque les protéiplexes sont formés avec 5 µg d’HMGB1ab avec ou sans 
E5, l’ADNp commence à être relargué dès l’ajout de 1 µg d’héparine 
(Figure V-36 B, comparaison des lignes 1 et 3 dans la partie II ou IV), alors qu’il 
faut 10 µg d’héparine pour voir un effet sur les protéiplexes formés avec 20 µg 
d’HMGB1ab ou d’HMGB1ab-E5 (Figure V-36 B, comparaison des lignes 1 et 4 
dans la partie III ou V). En conclusion, les protéiplexes formés avec HMGB1ab 
avec ou sans Ecoil semblent être plus stables que ceux formés avec la version 
complète d’HMGB1.  
 
3.2.6 Capture des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 ou 
HMGB1ab-E5 
Afin de déterminer si la formation de nanoparticules d’un diamètre deux fois 
inférieur et plus stables avait une influence sur leur attachement sur les cellules mixK5, 
le pourcentage de cellules capturant les protéiplexes formés avec le plasmide pTT/BFP 
marqué avec TOTO-3 et HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5, au ratio massique 
ADNp:HMGB1 égal à 1:5 ont été déterminés par cytométrie en flux 30 minpt 
(Figure V-37 A). La capture des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 est légèrement 
supérieure lorsque les cellules 293 expriment le récepteur K5-CD4-GFP, alors qu’elle ne 
l’était pas dans la première partie des résultats (Figure V-9 B), toutefois la capture des 
protéiplexes de manière non ciblée reste importante. Les protéiplexes formés avec 
HMGB1ab-E5 sont capturés par sept et onze fois moins des cellules 293 exprimant ou 
non K5-CD4-GFP respectivement (Figure V-37 A). La troncature de la queue acidique 
de la partie HMGB1 de la protéine fusionnée au Ecoil diminue fortement l’interaction 
non ciblée des protéiplexes avec la membrane des cellules 293 parentales, mais ne 
permet pas l’interaction ciblée des protéiplexes par l’intermédiaire de la liaison E/Kcoil. 
Dans le but de vérifier si la réduction de la sulfatation de la surface cellulaire pouvait 
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avoir un effet sur la capture des protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5, leur capture 30 
minpt par des cellules mixK5 prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de chlorate de sodium 
a été déterminée par cytométrie en flux (Figure V-37 B). Comme précédemment 
(Figure V-13 B), le traitement au NaClO3 permet la capture ciblée par les cellules 
293/K5-CD4-GFP des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 et également avec 
HMGB1ab-E5. Toutefois, le pourcentage de cellules capturant l’ADNp vectorisé avec 
HMGB1ab-E5 est 1,7 fois inférieur à celui obtenu avec la protéine HMGB1 dans sa 
version complète fusionnée au E5. Ces résultats indiquent que la version tronquée 
d’HMGB1, malgré son effet stabilisateur sur les protéiplexes et la diminution de la taille 
de ces derniers, ne permet pas d’augmenter la capture ciblée. 
 
Figure V-37. Capture des protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5. 
 Les cellules mixK5 n’ont pas été traitées (A) ou ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3 (B) 
pendant 2 j. Puis, les cellules ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec 
HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5 au ratio massique ADNp:protéine égal à 1:5, puis le pourcentage 
de cellules ayant capturé les protéiplexes contenant le plasmide pTT/BFP marqué avec TOTO-3 
a été déterminé par cytométrie en flux, 30 minpt. Les résultats sont exprimés relativement au 
pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP ayant capturé les protéiplexes formés avec 
HMGB1-E5 (indiqués par des flèches). Les barres d’erreur représentent les erreurs-types des 
moyennes de deux expériences réalisées en triplicata, n=6. * valeur-p < 0,05, ** valeur-p < 0,01, 
*** valeur-p < 0,001. 
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Afin de déterminer si la faible capture des protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 
était due à un effet cytotoxique de la protéine ou des protéiplexes, les densités et 
viabilités cellulaires ont été déterminées. Une étude antérieure a montré que l’incubation 
de 40 µg d’HMGB1ab avec environ 2 × 104 cellules 293 adhérentes en présence de 
sérum, pendant 4 h, n’entraine pas d’effet cytotoxique (Kim et al., 2008b). Dans notre 
étude, les cellules 293 sont cultivées en suspension et 0,6 × 106 à 0,8 × 106 cellules sont 
transfectées avec un maximum de 20 µg de protéines, ce qui équivaut à une quantité de 
0,5 à 0,7 µg d’HMGB1ab-E5 pour 2 × 104 cellules; il est donc très peu probable qu’une 
si faible quantité de protéines entraîne un effet néfaste sur les cellules, même en 
l’absence de sérum. Toutefois, dans le but de vérifier si l’ajout du E5 à l’extrémité C-
terminale pouvait entraîner un effet cytotoxique sur les cellules mixK5, les cellules ont 
été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de chlorate de sodium, puis les cellules ont été 
incubées pendant 2 j en présence de quantités croissantes de la protéine HMGB1ab-E5 
seule (Figure V-38 A) ou sous forme de protéiplexes avec le plasmide pTT/BFP 
(Figure V-38 B). Les numérations cellulaires obtenues montrent que 20 µg de la 
protéine HMGB1ab-E5 n’entraîne aucun effet cytostatique, ni cytotoxique, même après 
une incubation de 2 j.  
 
Figure V-38. Influence de la quantité d’HMGB1ab-E5 sur la densité et la viabilité 
cellulaire.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis des quantités 
croissantes d’HMGB1ab-E5 seule (A) ou sous forme de protéiplexes (B) ont été ajoutés sur 
1 mL de cellules. Les cellules ont ensuite été numérées grâce à un compteur automatisé de 
cellules. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues pour trois 
échantillons. 
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3.2.7 Efficacité de transfection des protéiplexes formés avec 
HMGB1-E5 ou HMGB1ab-E5 
Dans le but de savoir si la troncature de la queue acidique d’HMGB1, dans le 
contexte d’HMGB1-E5, pouvait améliorer la transfection ciblée des cellules 
293/K5-CD4-GFP malgré la diminution de la capture des protéiplexes, les pourcentages 
de cellules exprimant le transgène après leur transfection avec des protéiplexes formés 
avec HMGB1-E5 ou HMGB1ab-E5 ont été comparés (Figure V-39). Avant leur 
transfection, les cellules mixK5 ont été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, 
puis les cellules ont été transfectées avec des protéiplexes formés au ratio massique 
pTT/BFP:protéine égal à 1:5 et ont été traitées 30 minpt avec 100 µM de chloroquine. 
Le pourcentage de cellules exprimant la BFP a été mesuré par cytométrie en flux 2 jpt. 
Les résultats représentés dans la figure V-39 étant issus de cinq expériences réalisées en 
triplicata, ils sont représentés en efficacité de transfection relative où 1 représente la 
moyenne du pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant la BFP après leur 
transfection avec des protéiplexes formés avec HMGB1-E5. La transfection avec des 
protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 permet une augmentation du pourcentage de 
cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène de 1,5 fois comparativement à celle 
obtenue avec HMGB1-E5 et n’a pas d’impact sur l’expression du transgène par les 
cellules 293 parentales. Ces résultats indiquent que la troncature de la queue acidique 
d’HMGB1-E5, qui permet la formation de protéiplexes dont le diamètre moyen est deux 
fois inférieur et semble être plus stables, améliore la transfection ciblée des cellules 
293/K5-CD4-GFP d’un facteur de 1,5 malgré une capture 30 minpt qui est 1,7 fois 
inférieure. L’augmentation du pourcentage de cellules exprimant le transgène n’est donc 
pas issue d’une amélioration de la capture des protéiplexes. Une meilleure stabilité des 
protéiplexes formés avec la forme tronquée d’HMGB1 et/ou une meilleure protection 
face aux DNases et/ou un meilleur acheminement et translocation nucléaires des 
protéiplexes pourrait expliquer cette transfection améliorée. Il est à noter que lorsque les 
cellules n’ont pas subi un traitement avec le NaClO3 et/ou la chloroquine, aucune cellule 
293 parentale ou exprimant le récepteur K5-CD4-GFP n’exprime le transgène.     
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Figure V-39. Effet de la troncature de la queue acidique d’HMGB1 sur l’efficacité 
de transfection d’HMGB1-E5.  
Les cellules mixK5 ont été traitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées 
avec des protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5 au ratio massique 
pTT/BFP:protéine égal à 1:5, ensuite 100 µM de chloroquine ont été ajoutés 30 minpt et enfin le 
pourcentage de cellules exprimant le transgène a été déterminé 2 jpt par cytométrie en flux. Les 
barres d’erreur représentent les erreurs-types des moyennes de cinq expériences réalisées en 
triplicata, n=15. La flèche indique la valeur utilisée comme référence, qui représente une 
efficacité de transfection relative égale à 1 correspondant au pourcentage de cellules 
293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène après leur transfection avec des protéiplexes formés 
avec HMGB1-E5. *** valeur-p < 0,001 et NS indique une valeur-p non significative. 
 
Afin de déterminer la quantité minimale de protéines vectrices de l’ADNp 
nécessaire pour obtenir l’expression du transgène maximale, les cellules mixK5 ont été 
prétraitées avec 30 mM de NaClO3, puis elles ont été transfectées avec des ratios 
massiques pTT/BFP:HMGB1-E5 ou pTT/BFP:HMGB1ab-E5 croissants de 1:0,25 à 
1:20. Le pourcentage de cellules exprimant la BFP a ensuite été déterminé 2 jpt par 
cytométrie en flux. La transfection des cellules 293/K5-CD4-GFP avec des protéiplexes 
formés avec HMGB1-E5 requiert une quantité 10 fois inférieure que lorsque ceux-ci 
sont formés avec HMGB1ab-E5 (0,5 µg versus 5 µg respectivement) afin d’obtenir le 
pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant la BFP le plus élevé 
(Figure V-40). Ces quantités correspondent à l’ajout de 66 ou 725 molécules d’HMGB1 
ou d’HMGB1ab-E5 par molécules d’ADNp respectivement. L’augmentation de la 
quantité de protéines pour former les protéiplexes n’augmente pas la transfection non 
ciblée des cellules 293 parentales, que les protéiplexes soient formés avec HMGB1-E5 
(confirmant ce que nous avions déjà observé dans la figure V-22 A) ou HMGB1ab-E5. 
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Figure V-40. Quantité minimale d’HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 pour obtenir une 
transfection optimale des cellules 293/K5-CD4-GFP.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de chlorate de sodium, avant d’être 
transfectées avec des protéiplexes formés avec le plasmide pTT/BFP et des quantités 
croissantes d’HMGB1-E5 (A) ou HMGB1ab-E5 (B), puis 100 µM de chloroquine a été ajouté sur 
1 mL de cellules. L’expression du transgène a été déterminée par quantification du pourcentage 
de cellules exprimant la BFP par cytométrie en flux, 2 jpt. Les valeurs de références sont 
indiquées avec des flèches, qui représentent une efficacité de transfection relative égale à 1 et 
correspondent au pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène (BFP) 
après avoir été transfectées avec un ratio massique ADNp:protéine égal à 1:5. Les barres 
d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues lors de deux expériences 
réalisées en triplicata, n=6. *** valeur-p < 0,001 comparativement à la valeur de référence. 
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3.3. Conclusion 
La troncature de la queue acidique d’HMGB1 a permis d’augmenter la stabilité des 
protéiplexes et une diminution de leur taille par un facteur deux. Toutefois, les 
protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 sont capturés par un pourcentage de cellules 
inférieur comparativement à ceux formés avec HMGB1-E5. La queue acidique 
d’HMGB1 permet l’éloignement des domaines de liaison à l’ADNp (boites A et B 
d’HMGB1) et de ciblage (Ecoil), la faible capture des protéiplexes formés avec 
HMGB1ab-E5 pourrait être le résultat d’un enfouissement du E5 dans les protéiplexes, 
le rendant inaccessible pour sa liaison avec le K5 à la surface cellulaire. Cette 
diminution de capture ne reflète aucunement les efficacités de transfection, c'est-à-dire 
les pourcentages de cellules exprimant le transgène, car en effet l’utilisation de la 
protéine HMGB1ab-E5 pour vectoriser l’ADNp au lieu d’HMGB1-E5 permet 
d’augmenter le nombre de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène de 1,5 fois. 
Par contre, la quantité de protéines HMGB1ab-E5 nécessaire pour obtenir le plus grand 
pourcentage de cellules exprimant le transgène est 10 fois supérieure à celle 
d’HMGB1-E5, ce qui correspond à l’ajout de 11 fois plus de molécules de protéines par 
molécule d’ADNp. 
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4. Impact de l’ajout d’un peptide espaceur entre HMGB1 et E5 sur la 
transfection ciblée 
4.1. Introduction 
L’ajout d’un peptide espaceur entre HMGB1 et le Ecoil pourrait permettre une 
meilleure protrusion du Ecoil à la surface des protéiplexes et ainsi augmenter sa capacité 
de liaison avec le Kcoil à la surface des cellules. Lors de l’expérience sur 
l’internalisation ciblée de la E5-RFP, nous avons observé que la E5-RFP s’était attachée 
sur toutes les cellules 293 exprimant K5-CD4, ce qui suggère que toutes les cellules 
exposent le Kcoil à leur surface. Nous avons démontré dans la partie 2 des résultats que 
le faible attachement des protéiplexes via le système E/Kcoil n’était pas dû à une 
limitation de leur quantité, puis dans la partie 3 que l’augmentation de la force 
d’interaction entre la protéine et l’ADNp ne permet pas d’améliorer la capture de 
l’ADNp. Les protéiplexes impliquent la liaison de plusieurs protéines avec l’ADNp, il 
est alors probable que les Kcoil, enchâssés dans la membrane plasmique, ne soient pas 
suffisamment accessibles et que l’encombrement stérique autour de celui-ci rende 
l’interaction avec les E5 plus ou moins exposés par les protéiplexes difficile. L’ajout 
d’un peptide espaceur entre le domaine de liaison à l’ADNp et le domaine de ciblage 
pourrait permettre l’éloignement du coil E5 de la surface des protéiplexes et ainsi 
permettre une accessibilité accrue, qui pourrait augmenter la possibilité de l’interaction 
entre le E5 et le K5. 
Lors du choix du peptide espaceur, nous avons pris garde que celui-ci ne 
contienne aucun acide aminé chargé, c'est-à-dire pas d’acide aspartique, d’acide 
glutamique, de lysine, d’histidine ou d’arginine, afin de ne pas modifier le nombre de 
charges positives ou négatives de la protéine vectrice de l’ADNp ou de la surface des 
cellules. En effet, l’ajout de charges positives ou négatives dans le peptide espaceur 
risquerait de modifier les propriétés d’interactions électrostatiques de la protéine avec 
l’ADNp (pour revue (Chen et al., 2013)). Trois grands types de peptides peuvent être 
utilisés lors de la conception d’une protéine recombinante multi-domaine : les peptides 
flexibles, rigides ou clivables. Les peptides flexibles permettent une liberté de 
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mouvement entre les deux domaines de la protéine, ils sont constitués de petits acides 
aminés tels que la glycine, la sérine ou la thréonine. Le peptide flexible le plus 
communément utilisé est composé de quatre glycines et une sérine répétée n fois 
(GGGGS)n. Les peptides rigides quant à eux maintiennent une distance entre les deux 
domaines de la protéine. Le peptide rigide le plus utilisé est le peptide (EAAAK)n qui a 
une conformation en hélice alpha stabilisée par des ponts salins entre les acides 
glutamiques et une lysines. Comme nous souhaitions que le peptide espaceur ne soit pas 
chargé, nous avons opté pour un peptide espaceur riche en proline (XP)n, X représentant 
n’importe quel acide aminé mais préférentiellement une alanine, lysine ou acide 
glutamique. La proline induit une forte contrainte conformationnelle. Toujours pour des 
raisons de charges, nous avons choisi d’utiliser un peptide espaceur contenant une 
répétition de proline et alanine. Dans cette étude, un peptide clivable n’est pas 
souhaitable compte tenu du fait que ce système de transfection est élaboré pour 
permettre de suivre la voie d’internalisation d’un récepteur routant vers le noyau; les 
protéiplexes doivent alors rester attachés au récepteur fusionné avec le Kcoil. 
Concernant la longueur du peptide espaceur, aucun réel consensus n’a été établi à notre 
connaissance. Le but de cette partie de l’étude étant de vérifier si l’éloignement du 
domaine de liaison à l’ADNp et de celui de ciblage permettait d’améliorer l’exposition 
du Ecoil en dehors des protéiplexes et ainsi augmenter la capture ciblée des protéiplexes, 
nous avons choisi aléatoirement une longueur de peptide espaceur de 20 acides aminés. 
Par la suite, si un des peptides espaceurs permet d’améliorer la capture des protéiplexes, 
la longueur optimale de celui-ci sera investiguée. Les séquences des peptides sont donc 
(GGGGS)4 pour le peptide espaceur flexible (abrégé en FL, de l’anglais flexible linker) 
et (PA)10 pour le peptide espaceur rigide (abrégé RL, de l’anglais rigid linker). 
Les protéines HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 contenant un peptide espaceur 
flexible ou rigide entre le domaine de liaison de l’ADNp et le domaine de ciblage ont été 
produites et purifiées, puis leurs capacités d’interaction avec l’ADNp, de capture par les 
cellules mixK5 et leurs efficacités de transfection ont été comparées à celle des 
protéines ne contenant pas le peptide espaceur.  
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4.2. Résultats 
4.2.1 Purification des protéines HMGB1-FL-E5, HMGB1-RL-E5, 
HMGB1ab-FL-E5 et HMGB1ab-RL-E5 
Les protéines HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 contenant un peptide espaceur 
flexible ou rigide ont été produites par transfection transitoire des cellules CHO, puis 
purifiées par chromatographie d’affinité avec des ions métalliques immobilisés. L’ajout 
du peptide espaceur, qu’il soit rigide ou flexible, n’a pas d’impact significatif sur les 
rendements de production et de purification des protéines purifiées. Les protéines 
contenant les formes complètes d’HMGB1 produites intracellulairement, c'est-à-dire 
HMGB1-E5, HMGB1-FL-E5 et HMGB1-RL-E5 ont été purifiées avec des rendements 
de 18,3, 20,3 et 23,5 mg/L de cellules CHO, respectivement. Les rendements obtenus 
pour les protéines sécrétées HMGB1ab-FL-E5 et HMGB1ab-RL-E5 était 
respectivement de 10,1 et 10,3 mg/L de cellules CHO. La pureté des protéines contenant 
un peptide espaceur a été comparée à celle des protéines ne les possédant pas 
(Figure V-41). La séparation des protéines sur gel SDS-PAGE, suivit de leur révélation 
par coloration au bleu de Coomassie ou par immunobuvardage de type western avec des 
anticorps dirigés contre l’étiquette histidine ou HMGB1 ont permis de démontrer que la 
fusion des protéines avec les peptides espaceurs flexible ou rigide n’avait pas d’effet sur 
la pureté des protéines. Les protéines HMGB1-E5 ne contenant pas la queue acidique ne 
sont pas reconnues par l’anticorps polyclonal dirigé contre HMGB1 et ce 
indépendamment de la présence ou l’absence de peptides espaceurs, confirmant les 
résultats obtenus dans la figure V-30.  
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Figure V-41. Pureté des protéines HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 contenant un 
peptide espaceur flexible ou rigide.  
Les protéines purifiées ont été séparées par électrophorèse sur gel SDS-PAGE (sans DTT), 
puis elles ont été révélées par coloration au bleu de Coomassie (A) ou par immunobuvardage 
de type western avec un anticorps anti-polyHis (B) ou anti-HMGB1 (C). Ces résultats sont 
représentatifs de ceux obtenus lors de deux expériences d’électrophorèse indépendantes. 
 
4.2.2 Effet de l’éloignement du domaine de liaison à l’ADNp et du 
domaine de ciblage sur la complexation de l’ADNp par les 
protéines HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 
L’effet principal recherché de l’éloignement du domaine responsable de la 
liaison à l’ADNp et de celui du ciblage est l’amélioration du ciblage des protéiplexes sur 
les cellules 293 exprimant K5-CD4-GFP; toutefois cet éloignement pourrait également 
avoir un effet sur la complexation de l’ADNp avec les protéines.  
L’interaction de l’ADNp avec les protéines HMGB1-E5 ou HMGB1ab-E5 
contenant ou non un peptide espaceur a été vérifiée par le retard de migration de 
l’ADNp dans un gel d’agarose. Les profils de migration de l’ADNp après sa 
complexation avec les protéines HMGB1ab-E5 (Figure V-42) sont similaires, que les 
domaines HMGB1 et E5 soient séparés ou non par un peptide espaceur (flexible ou 
rigide). Les mêmes résultats ont été obtenus pour HMGB1-E5 (Figure V-43). Ces 
résultats suggèrent que l’ajout d’un peptide espaceur entre le domaine de liaison avec 
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l’ADNp et celui de ciblage n’a pas d’effet sur l’interaction d’HMGB1 dans sa version 
complète ou tronquée au niveau de sa queue acidique avec l’ADNp. 
 
Figure V-42. Interaction de l’ADNp avec HMGB1ab-E5, HMGB1ab-FL-E5 ou 
HMGB1ab-RL-E5.  
Profil de migration sur gel d’agarose de l’ADNp en présence d’HMGB1ab-E5, 
HMGB1ab-FL-E5 ou HMGB1ab-RL-E5. Les nombres au-dessus des puits représentent la 
quantité en µg d’HMGB1ab-E5 complexée avec 1 µg de pTT/GFP. Ce gel est représentatif 
de ceux obtenus lors de deux expériences indépendantes. 
 
 
Figure V-43. Interaction de l’ADNp avec HMGB1-E5, HMGB1-FL-E5 ou 
HMGB1-RL-E5.  
Profil de migration de l’ADNp sur gel d’agarose en présence de quantités croissantes 
d’HMGB1-E5, HMGB1-FL-E5 ou HMGB1-RL-E5. Les nombres au-dessus des puits 
représentent la quantité en µg d’HMGB1 complexée avec 1 µg de pTT/GFP. Ce gel est 
représentatif de ceux obtenus lors de deux expériences indépendantes. 
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4.2.3 Effet de l’ajout d’un peptide espaceur sur la capture des 
protéiplexes par les cellules mixK5 
Dans le but de vérifier si l’ajout d’un peptide espaceur permettait d’augmenter la 
capture ciblée des protéiplexes, la capture des protéiplexes formés avec le plasmide 
pTT/BFP marqué avec TOTO-3 et les protéines contenant les peptides espaceurs a été 
comparée avec celle des protéiplexes formés avec les protéines ne les contenant pas. Les 
figures V-44 A et B montrent respectivement les résultats obtenus pour les protéines 
contenant la version complète d’HMGB1 et HMGB1 sans sa queue acidique. Les 
cellules mixK5 ont été prétraitées pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis ont été 
transfectées avec des protéiplexes formés avec les protéines contenant ou non un peptide 
espaceur, aux ratios ADNp:protéines de 1:0,5 ou 1:5 et enfin le pourcentage de cellules 
ayant capturé l’ADNp marqué avec TOTO-3 a été déterminé 30 minpt par cytométrie en 
flux. Les pourcentages de cellules capturant les protéiplexes formés avec les protéines 
contenant ou non les peptides espaceurs sont très similaires.  
 
Figure V-44. Effet de l’ajout de peptides espaceurs sur la capture des 
protéiplexes.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec du NaClO3 pendant 2 j. Les cellules ont ensuite été 
transfectées avec HMGB1ab-E5 (A) ou HMGB1-E5 (B) aux ratios massiques ADNp:protéines 
de 1:0,5 ou 1:5. Le pourcentage de cellules 293 exprimant K5-CD4-GFP ayant capturé les 
protéiplexes formés avec le plasmide pTT/BFP marqué avec TOTO-3 a été déterminé 30 minpt 
par cytométrie en flux. Les valeurs de références sont indiquées avec des flèches, 
correspondant à la capture relative égale à 1 et correspondent aux pourcentages de cellules 
293/K5-CD4-GFP capturant les protéiplexes formés avec un ratio massique ADNp:protéine égal 
à 1:5. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes obtenues lors de deux 
expériences réalisées en triplicata, n=6. * valeur-p < 0,05 et ** valeur-p < 0,01 comparativement 
à la valeur de référence. 
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Lorsque les protéiplexes sont formés avec HMGB1ab-E5, le pourcentage de 
cellules les capturant est inférieur quant à ceux-ci sont formés avec 0,5 µg de protéine 
par µg d’ADNp au lieu de 5 µg (Figure V-44, colonnes rouges). Cette diminution de 
capture des protéiplexes pourrait expliquer la diminution d’efficacité de transfection 
observée dans la figure V-40, quand les protéiplexes sont formés avec 10 fois moins de 
protéines HMGB1ab-E5. L’ajout d’un peptide espaceur entre HMGB1 tronqué au 
niveau de sa queue acidique et le Ecoil n’a pas d’effet sur le pourcentage de cellules 
293/K5-CD4-GFP capturant les protéiplexes formés avec 5 µg de protéines par µg 
d’ADNp, par contre la présence d’un peptide espaceur flexible améliore la capture des 
protéiplexes formés avec 0,5 µg de protéines par µg d’ADNp (Figure V-44 A). 
Concernant la protéine contenant la version complète d’HMGB1 indépendamment de la 
quantité d’HMGB1-E5 utilisée, l’ajout d’un peptide espaceur rigide ne modifie pas 
significativement la capture ciblée des protéiplexes par les cellules 293/K5-CD4-GFP 
(Figure V-44 B, colonnes rouges comparées avec les colonnes vertes), par contre l’ajout 
d’un peptide espaceur flexible augmente légèrement la capture ciblée (Figure V-44 B, 
colonnes rouges comparées avec les colonnes bleues). Bien que l’ajout d’un peptide 
espaceur entre les domaines de liaison et de ciblage de la protéine vectrice de l’ADNp 
puisse améliorer de manière significative la capture ciblée des protéiplexes, cette 
augmentation reste modérée et l’impact sur l’efficacité de transfection doit être vérifié. 
Ces résultats suggèrent que la diminution de la capture ciblée des protéiplexes formés 
avec la forme tronquée d’HMGB1 contenant le Ecoil n’est pas le résultat d’un 
enfouissement du E5 dans les protéiplexes. 
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4.2.4 Effet de l’ajout d’un peptide espaceur sur l’efficacité de 
transfection 
Dans le but de déterminer si l’ajout d’un peptide espaceur entre HMGB1 et le 
Ecoil permettait d’améliorer l’efficacité de transfection ciblée, le pourcentage de 
cellules exprimant le transgène après leur transfection avec les protéines contenant les 
peptides espaceurs a été comparé à celui obtenu avec les protéiplexes ne les contenant 
pas. Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis 
elles ont été transfectées avec des protéiplexes formés avec les protéines HMGB1ab-E5 
(Figure V-45 A) ou HMGB1-E5 (Figure V-45 B) contenant ou non les peptides 
espaceurs. Les cellules ont ensuite été traitées avec 100 µM de chloroquine et enfin le 
pourcentage de cellules exprimant le transgène a été déterminé par cytométrie en flux, 
2 jpt. Il est à noter que l’expression du transgène par les cellules 293 parentales n’étant 
pas statistiquement différente que les cellules mixK5 aient été transfectées avec 
HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5, et ce pour les ratios massiques ADNp:protéine de 1:0,5 
et 1:5, de ce fait, seuls les résultats obtenus pour les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été 
représentés dans la figure V-45. 
L’effet de l’ajout d’un peptide espaceur sur l’efficacité de transfection a tout 
d’abord été évalué pour la protéine HMGB1ab-E5. La figure V-45 A montre que la 
séparation du domaine de liaison à l’ADNp, c'est-à-dire les boites A et B d’HMGB1 et 
le domaine de ciblage n’a pas permis d’augmenter le nombre de cellules 
293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène et ce indépendamment de la quantité 
d’HMGB1ab-E5 utilisée pour former les protéiplexes (de 0,5 ou 5 µg par µg d’ADNp). 
Dans le cas d’HMGB1-E5, l’ajout d’un peptide espaceur rigide augmente le nombre de 
cellules exprimant le transgène après leur transfection avec des protéiplexes formés au 
ratio massique ADNp:protéine de 1:0,5 (Figure V-45 B), mais pas ceux formés avec 
5 µg de protéines par µg d’ADNp. L’insertion d’un peptide espaceur rigide dans la 
protéine HMGB1-E5 permet d’augmenter de 1,5 fois l’efficacité de transfection lorsque 
seulement 0,5 µg de protéines est utilisé, sans que la capture de l’ADNp par les cellules 
293/K5-CD4-GFP ait été augmentée (Figure V-44 B).  
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Figure V-45. Effet de l’ajout d’un espaceur peptidique sur l’efficacité de 
transfection d’HMGB1ab-E5 et HMGB1-E5.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec du NaClO3 pendant 2 j. Les cellules ont ensuite été 
transfectées avec HMGB1ab-E5 (A) ou HMGB1-E5 (B) aux ratios massiques ADNp:protéines 
de 1:0,5 ou 1:5, puis ont été traitées 30 minpt avec de la chloroquine. Le pourcentage de 
cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène (BFP) été déterminé 2 jpt par cytométrie en 
flux. Les valeurs de références sont indiquées avec des flèches, correspondant à une efficacité 
de transfection relative égale à 1 et correspondent aux pourcentages de cellules 
293/K5-CD4-GFP capturant les protéiplexes formés avec un ratio massique ADNp:protéine égal 
à 1:5. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes obtenues lors de d’une 
expérience réalisée en triplicata, n=3. * valeur-p < 0,05, ** valeur-p < 0,01 et *** valeur-p < 0,001 
comparativement à la valeur de référence, seules les différences statistiquement significatives 
ont été représentées. 
4.3. Conclusion 
L’ajout d’un peptide espaceur permettant l’éloignement des domaines de liaison 
avec l’ADNp et de ciblage des protéines HMGB1-E5 et HMGB1ab-E5 n’a pas d’effet 
sur la capacité de la protéine d’interagir avec l’ADNp. L’effet modéré de l’éloignement 
des deux domaines sur la capture ciblée des protéiplexes et l’expression du transgène 
indique que le Ecoil ne semble pas être enfouit dans les protéiplexes ou que l’espaceur 
n’augmente pas le nombre de Ecoils disponibles pour interagir avec le K5-CD4-GFP 
présent à la surface des cellules. 
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5. Transfection ciblée avec une protéine multifonctionnelle : ERNKG 
5.1. Introduction 
Ni la condensation augmentée de l’ADNp par la troncature de la queue acidique 
d’HMGB1, ni l’ajout d’un peptide espaceur n’a permis d’améliorer la capture ciblée des 
protéiplexes par les cellules 293/K5-CD4-GFP lors de la TCHE5. Par contre, la protéine 
E5-RFP semble être capturée par les cellules exprimant K5-CD4-GFP avec une grande 
efficacité et spécificité (Figures V-5 et V-6). Nous avons donc choisis de concevoir une 
protéine multi-domaine, la protéine ERNKG (représentée dans la Figure V-46). Cette 
protéine est le résultat de l’ajout de peptides, par fusion, à l’extrémité C-terminale de la 
protéine E5-RFP. Ces peptides permettent de conférer à E5-RFP toutes les propriétés 
nécessaires pour permettre son utilisation à des fins de transfection. La première 
capacité à conférer à la protéine étant la liaison à l’ADNp, nous avons choisi d’insérer 
une séquence contenant uniquement des lysines et des histidines : H4K3H3K2HK, notée 
KH. Dans les expériences précédentes, comme tout indique que l’internalisation du 
récepteur CD4 aboutit à sa dégradation par les lysosomes, un peptide permettant 
l’échappement endosomal a été ajouté en position C-terminale de la protéine. Afin 
d’éviter que ce peptide d’échappement endosomal participe à l’interaction avec les 
charges négatives de l’ADNp ou avec des HSPGs, nous avons choisi le peptide 
anionique GALA (WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA, présenté dans la 
partie II.4.1.3, (Wyman et al., 1997)). Enfin, la protéine vectrice de l’ADNp devant 
pouvoir acheminer l’ADNp vers le noyau et permettre sa translocation, le signal de 
localisation nucléaire du SV40 (PPKKKRKV) a été inséré entre la RFP et le peptide 
KH.  
Dans cette partie de la thèse, la liaison d’E5-RFP sur les cellules 
293/K5-CD4-GFP a tout d’abord été mieux caractérisée. Dans un premier temps l’effet 
du prétraitement des cellules mixK5 avec 30 mM de NaClO3 sur l’attachement et 
l’internalisation d’E5-RFP par les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été déterminés 
respectivement par cytométrie en flux et par microscopie confocale. Puis dans un 
deuxième temps, l’affinité de liaison d’E5-RFP sur les cellules 293/K5-CD4-GFP a été 
déterminée par cytométrie en flux. Ensuite, les capacités de complexation avec l’ADNp, 
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de capture par les cellules 293/K5-CD4-GFP, d’efficacité de transfection et la 
cytotoxicité de la protéine ERNKG ont été évaluées.   
 
Figure V-46. Représentation schématique des protéines RFP, E5-RFP et ERNKG, 
non matures. 
 La protéine multi-domaine ERNKG contient un peptide signal de sécrétion (SP), une étiquette 
histidine (His10) permettant sa purification par chromatographie d’affinité avec des ions 
métalliques immobilisés, un signal de localisation nucléaire (NLS) pour que la protéine puisse 
transloquer dans le noyau, une répétition de lysine et histidine (KH) pour apporter la capacité de 
liaison avec l’ADNp et un peptide permettant la sortie des endosomes (GALA). 
 
5.2. Résultats 
5.2.1 Purification de la protéine ERNKG  
La protéine ERNKG dans sa forme mature contient 392 acides aminés, dont 48 
sont chargés positivement et 53 sont chargés négativement. Elle ne contient pas de 
cystéine, rendant impossible sa dimérisation via des ponts disulfures. Son poids 
moléculaire prédit, en excluant de possibles modifications post-traductionnelles, est de 
41 kDa. ERNKG a été produite par les cellules CHO, puis purifiée par chromatographie 
d’affinité avec des ions métalliques immobilisés. Le rendement obtenu lors de sa 
purification était de 20,8 mg/L de culture cellulaire. Sa pureté a été vérifiée par 
électrophorèse sur gel SDS-PAGE révélé par coloration au bleu de Coomassie 
(Figure V-47 A) ou par immunobuvardage de type western révélé avec un anticorps 
dirigé contre l’étiquette histidine (Figure V-47 B). Les protéines E5-RFP, ERNKG et 
RFP ont été produites et purifiées avec une grande pureté et des poids moléculaires 
respectifs de 46, 50 et 34 kDa, calculés par le logiciel Image Lab.  
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Figure V-47. Pureté des protéines E5-RFP, ERNKG et RFP purifiées.  
Les protéines purifiées ont été séparées par électrophorèse sur gel SDS-PAGE, puis elles ont 
été révélées par coloration au bleu de Coomassie (A) ou par immunobuvardage de type western 
avec un anticorps anti-polyHis (B). 
 
5.2.2 Effet du chlorate de sodium sur l’interaction du récepteur 
K5-CD4-GFP avec E5-RFP 
Avant d’évaluer la capture de la protéine multifonctionnelle ERNKG par les 
cellules mixK5, nous avons souhaité mieux caractériser l’attachement de la protéine 
E5-RFP et vérifier si le traitement au NaClO3 avait une influence sur l’interaction du 
couple E/Kcoil. Afin de vérifier que la E5-RFP ne s’attachait pas sur la membrane des 
cellules 293, des quantités croissantes de la protéine E5-RFP, allant de 0,25 à 25 µg ont 
été ajoutées sur 1 mL de cellules mixK5, non prétraitées avec le NaClO3  
(Figure V-48 A). Les cellules mixK5 ont été incubées pendant 30 min avec la E5-RFP, 
sur glace et sous agitation pour éviter l’internalisation de la protéine et l’agrégation des 
cellules respectivement. Le pourcentage de cellules possédant une fluorescence rouge, 
c'est-à-dire attachant la E5-RFP, et la fluorescence rouge moyenne par cellule ont été 
déterminés par cytométrie en flux. La figure V-48 A montre que la protéine E5-RFP 
s’attache uniquement sur les cellules qui expriment le récepteur K5-CD4-GFP, ce qui 
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indique que la protéine interagit de manière ciblée sur les cellules 293/K5-CD4-GFP via 
le système E/Kcoil et ce malgré l’utilisation de grandes quantités d’E5-RFP, confirmant 
les observations effectuées par microscopie confocale (Figure V-6).  
L’ajout de quantités croissantes d’E5-RFP sur les cellules mixK5 entraîne une 
augmentation du pourcentage de cellules interagissant avec la protéine, mais également 
du nombre de protéines E5-RFP liées par cellule (représenté par la moyenne d’intensité 
de fluorescence rouge par cellule, MFI). L’évolution de la quantité d’E5-RFP 
s’attachant sur les cellules 293/K5-CD4-GFP a donc été déterminée, grâce à la 
multiplication du pourcentage de cellules présentant une fluorescence rouge par 
l’intensité moyenne de fluorescence rouge des cellules (% × MFI). L’influence du 
traitement au NaClO3 a été évaluée par la comparaison de la quantité d’E5-RFP 
s’attachant sur les cellules mixK5 traitées ou non avec 30 mM de NaClO3 
(Figure V-48 B). La quantité d’E5-RFP liée sur les cellules 293/K5-CD4-GFP augmente 
lorsque la quantité de protéines incubée avec les cellules est augmentée de 0,25 µg à 
5 µg, toutefois la quantité d’E5-RFP attachée sur les cellules exprimant K5-CD4-GFP 
atteint un plateau lorsque 10 µg d’E5-RFP ont été ajoutés indiquant que les sites de 
liaison K5 sont saturés, et ce que les cellules soient traitées ou non avec le chlorate de 
sodium. Lorsque moins de 5 µg d’E5-RFP a été ajouté à 1 mL de cellules mixK5, les 
cellules 293/K5-CD4-GFP ayant été traitées avec le chlorate de sodium attachent 
légèrement plus d’E5-RFP que les cellules non traitées. Par contre, cette différence 
d’attachement disparait quand la quantité d’E5-RFP est augmentée. Ces résultats 
suggèrent que le traitement au chlorate de sodium, qui réduit la sulfatation des protéines 
de la surface cellulaire faciliterait l’attachement d’E5-RFP sur le récepteur 
K5-CD4-GFP. À la fin de cette expérience, les cellules ont été imagées par microscopie 
confocale afin de confirmer la non internalisation d’E5-RFP (Figure V-49). 
  
150 
 
 
Figure V-48. Effet du traitement au NaClO3 sur l’attachement de la protéine 
E5-RFP sur les cellules mixK5. 
 Les cellules mixK5 ont été prétraitées ou non avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis elles ont 
été incubées, sur glace, avec des quantités croissantes d’E5-RFP (de 0,25 à 25 µg) pendant 
30 min. Le surnageant cellulaire contenant la protéine E5-RFP libre a été enlevé et les cellules 
ont été lavées et resuspendues dans du DPBS. L’attachement d’E5-RFP a été déterminé par 
cytométrie en flux. Le panneau A représente le pourcentage de chaque lignée cellulaire, non 
traitées au NaClO3, ayant lié la E5-RFP et le panneau B représente la quantité d’E5-RFP 
attachée sur les cellules 293/K5-CD4-GFP traitées ou non avec du chlorate de sodium 
(déterminée par la multiplication du pourcentage de cellules ayant une fluorescence rouge par la 
moyenne de l’intensité de fluorescence rouge par cellule). Les barres d’erreur représentent les 
écarts-types des moyennes, n=3. *** valeur-p<0,001 entre les quantités de E5-RFP liées avec et 
sans traitement au NaClO3 (30 mM). 
 
 
 
Figure V-49. Vérification de l’absence d’internalisation d’E5-RFP lors des 
expériences d’attachement sur les cellules 293/K5-CD4-GFP.  
Les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été incubées avec 25 µg d’E5-RFP pendant 30 min sous 
agitation et sur glace, puis le surnageant cellulaire contenant la protéine E5-RFP libre a été 
enlevé et les cellules ont été lavées et resuspendues dans du DPBS. Les cellules ont été 
conservées sur la glace avant et pendant l’analyse de l’attachement de la E5-RFP par 
cytométrie en flux, puis à la fin de l’expérience les cellules ont été visualisée par microscopie 
confocale. 
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L’effet du traitement des cellules mixK5 avec 30 mM de NaClO3 sur 
l’interaction d’E5-RFP avec le récepteur K5-CD4-GFP a également été évalué par 
microscopie confocale. La partie fluorescente du récepteur K5-CD4-GFP est située dans 
la cellule, alors que la protéine E5-RFP s’attache à l’extérieur des cellules, afin d’éviter 
d’avoir une membrane entre les deux fluorochromes, le récepteur K5-CD4-GFP a été 
détecté par l’utilisation d’un anticorps anti-CD4 couplé à l’Alexa 405. De plus, les 
cellules 293/K5-CD4-GFP contiennent de grandes quantités de récepteurs 
intracellulaires (Figure V-6), qui sont probablement en court de synthèse, l’anticorps 
anti-CD4 permet un marquage des récepteurs uniquement lorsque ceux-ci sont présents 
à la surface des cellules, car les cellules n’ont pas été perméabilisées. Les cellules 
mixK5, prétraitées ou non avec 30 mM de chlorate de sodium, ont été incubées en 
présence d’E5-RFP et de l’anticorps anti-CD4 pendant 30 min, puis ont été fixées avec 
4 % de PFA diluée dans du PBS, ensuite les cellules ont été centrifugées à l’aide d’un 
cytospin c'est-à-dire centrifugées sur une lame de verre, puis les cellules ont été imagées 
par microscopie confocale. Les coefficients de colocalisation de Pearson et Manders M1 
(comparant la fluorescence de l’anticorps anti-CD4 à celle d’E5-RFP) et M2 (comparant 
la fluorescence d’E5-RFP et celle de l’anticorps anti-CD4) calculés sont identiques, que 
les cellules aient été prétraitées ou non avec le NaClO3. Les coefficients de Pearson, 
Manders M1 et M2 sont d’environ 0,82, 0,90 et 0,99 respectivement. Le coefficient de 
Manders M2 est très proche de 1, ce qui indique que quasiment toutes les protéines 
E5-RFP sont colocalisées avec le récepteur K5-CD4-GFP, alors que le coefficient de 
Manders M1 est légèrement inférieur suggérant que certains récepteurs n’ont pas lié la 
E5-RFP. 
 
 
 
 
 
 
  
152 
 
 
 
 
 
 
Figure V-50. Effet du traitement au NaClO3 sur la colocalisation du récepteur 
K5-CD4-GFP et de la protéine E5-RFP.  
Les cellules mixK5 ont été incubées pendant 30 min avec 10 µg d’E5-RFP par million de 
cellules et un anticorps reconnaissant la partie extracellulaire du récepteur CD4 après que les 
cellules aient été traitées ou non avec 30 mM de NaClO3. Les cellules ont ensuite été fixées 
avec 4 % de PFA diluée dans du PBS, suivi de leur dépôt sur une lame de verre à l’aide d’un 
cytospin. La colocalisation de l’anticorps anti-CD4 et de la protéine E5-RFP a été analysée avec 
le logiciel Volocity sur des images prises avec un microscope confocal. Le nombre de cellules 
293/K5-CD4-GFP analysées était de 32 et 27 respectivement pour les cellules non traitées et 
traitées avec 30 mM de chlorate de sodium.   
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5.2.3 Affinité de liaison de la E5-RFP sur les cellules 
293/K5-CD4-GFP 
L’affinité de liaison d’E5-RFP sur les cellules 293/K5-CD4-GFP a été 
déterminée par cytométrie en flux, grâce à l’incubation des cellules avec des 
concentrations croissantes d’E5-RFP, entre 0,3 et 761 nM par mL de cellules 
293/K5-CD4-GFP (Figure V-51). La courbe de saturation d’E5-RFP sur les cellules 
293/K5-CD4-GFP a été réalisée par l’analyse des données recueillies avec le logiciel 
GraphPad Prism. La constante de dissociation à l’équilibre (KD) d’E5-RFP sur les 
cellules 293/K5-CD4-GFP est de 30,55 ± 2,89 nm, elle reflète l’affinité de liaison du 
couple E5/K5 dans un environnement membranaire.  
 
Figure V-51. Courbe de saturation des récepteurs des cellules 293/K5-CD4-GFP 
par la E5-RFP.  
Les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été incubées en présence de concentrations croissantes 
d’E5-RFP (de 0,3 à 761 nM) pendant 30 min sur glace, puis la fluorescence rouge des cellules a 
été déterminée par cytométrie en flux. Les points, la courbe et les barres d’erreur représentent 
respectivement les données expérimentales, la courbe théorique déterminée par GraphPad et 
les écarts-types des moyennes, n = 3. 
 
  
154 
 
5.2.4 Complexation de l’ADNp avec ERNKG 
L’interaction d’E5-RFP et d’ERNKG avec l’ADNp a été évaluée par retard de 
migration de l’ADNp lors d’une électrophorèse sur gel d’agarose. Lors de cette 
expérience, une quantité fixe d’ADNp a été incubée avec des quantités croissantes de 
protéines, avant d’être soumise à une électrophorèse sur gel d’agarose (Figure V-52). Il 
est à noter que la fluorescence de la RFP contenue dans les deux protéines est 
visualisable à partir de 6,2 µM sur le gel d’agarose avec les mêmes paramètres que ceux 
utilisés pour révéler le marqueur d’ADNp, le SYBR Safe. La fluorescence des protéines 
pouvant être détectée, cela indique que la RFP contenue dans E5-RFP et ERNKG n’est 
pas dénaturée lors de sa migration dans le gel d’agarose. La présence d’ADNp n’ayant 
pas modifié la migration de la protéine E5-RFP, ces résultats confirment que cette 
protéine, qui ne contient pas de domaine de liaison à l’ADNp, n’interagit pas avec celui-
ci. Par contre, la migration de l’ADNp est retardée après son incubation avec ERNKG. 
L’ajout de seulement 1,2 µM d’ERNKG (correspondant à 1 µg) à 1 µg d’ADNp entraine 
une migration diffuse, alors que lorsque la concentration est augmentée à 6,2 µM, 
l’ADNp migre sous formes de deux bandes. À partir de 12,1 µM, ERNKG semble 
former des protéiplexes monodisperses migrant sous la forme d’une bande unique, 
toutefois une seconde bande apparait dès 24,2 µM, qui migre à la même hauteur et avec 
le même profil que la protéine seule. La quantification par le logiciel Image Lab de cette 
bande, qui correspond donc à un excès d’ERNKG ne participant pas aux protéiplexes, 
indique que lors de la complexation de 1 µg d’ADNp avec 24,2 ou 36,3 µM d’ERNKG, 
respectivement 6,2 µM et 21,8 µM sont sous forme de protéines seules.   
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Figure V-52. Interaction d’ERNKG avec l’ADNp.  
Profil de migration sur gel d’agarose de l’ADNp en présence d’ERNKG ou E5-RFP. Les 
nombres au-dessus des puits représentent la concentration micromolaire en protéine ayant 
été ajoutée à 1 µg d’ADNp. Les deux images représentent le même gel, avec des intensités 
différentes obtenues par modification numérique des intensités et du gamma. Ce gel est 
représentatif de ceux obtenus lors de trois expériences indépendantes. 
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5.2.5 Capture des protéiplexes formés avec ERNKG 
Dans un premier temps, la capture de la protéine ERNKG seule a été étudiée par 
cytométrie en flux (Figure V-53 A) et par microscopie confocale (Figure V-54). Les 
cellules mixK5 ont été incubées pendant 30 min en présence de 5 µg d’ERNKG. La 
capture d’ERNKG a été évaluée par la mesure de la fluorescence rouge des cellules 
mixK5 à l’aide du cytomètre en flux LSRFortessa (Figure V-53). L’expression du 
récepteur K5-CD4-GFP a un faible impact sur le pourcentage de cellules capturant 
ERNKG. En effet, 98,6 ± 0,3 % des cellules exprimant le récepteur ont capturé le 
récepteur contre 95,1 ± 0,5 % des cellules 293 parentales (Figure V-53 A). Par contre, la 
quantité de protéine capturée par cellules, représentée par la moyenne de l’intensité de 
fluorescence (MFI) par cellule est 3,3 fois supérieure lorsque les cellules 293 expriment 
K5-CD4-GFP (Figure V-53 B). Le prétraitement des cellules mixK5 avec 30 mM de 
NaClO3 réduit drastiquement la capture non ciblée d’ERNKG par les cellules 293, le 
pourcentage résiduel de cellules 293 capturant ERNKG étant égal à 1,3 ± 0,4 % 
(Figure V-53 A). La réduction de la sulfatation de la surface cellulaire diminue 
également la capture ciblée, de façon modérée; 84,3 ± 1,2 % de cellules 
293/K5-CD4-GFP sont encore capables de capturer ERNKG et la quantité moyenne de 
protéines capturées est seulement 1,4 fois inférieure comparativement aux cellules non 
prétraitées.  
ERNKG étant une protéine issue de l’ajout par fusion de peptides permettant à 
E5-RFP de posséder toutes les propriétés nécessaire à la transfection, la capture 
d’ERNKG par les cellules mixK5 a été comparée à celle d’E5-RFP. Lors de cette 
expérience, la capture des protéines est déterminée par la quantification de la 
fluorescence rouge émise par les cellules mixK5. De ce fait, pour pouvoir faire une 
étude comparative de la capture des deux protéines fluorescentes, le même nombre de 
protéines fluorescentes doit être incubé avec les cellules. La protéine E5-RFP ou 
ERNKG a donc été ajoutée à la concentration molaire de 0,12 µM sur 1 mL de cellules 
mixK5 issues de la même culture cellulaire (Figure V-53). L’ajout des trois peptides en 
fusion avec E5-RFP entraîne une augmentation de la capture de la protéine par les 
cellules 293/K5-CD4-GFP, d’un facteur 1,5 et 4,4 concernant le pourcentage de cellules 
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capturant la protéine (Figure V-53 A) et la quantité d’ERNKG capturée par les cellules 
(Figure V-53 B), respectivement. La figure V-53 confirme en premier lieu que les 
cellules 293 peuvent capturer E5-RFP uniquement lorsqu’elles expriment le récepteur 
fusionné au K5 (Figure V-53 A), ce qui suggère que les peptides NLS et KH fusionnés à 
la protéine E5-RFP sont responsables de la capture non ciblée d’ERNKG. Le peptide 
GALA ne possédant aucune charge positive, il est peu probable qu’il soit impliqué dans 
la capture non ciblée. Ensuite on constate que la réduction de la sulfatation de la surface 
cellulaire n’a pas d’effet sur la capture d’E5-RFP par les cellules exprimant 
K5-CD4-GFP. 
 
Figure V-53. Capture des protéines E5-RFP et ERNKG par les cellules mixK5.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées ou non avec 30 mM de NaClO3, puis 0,12 µM de protéine 
ERNKG ou E5-RFP a été ajouté sur 1 mL de cellules. Le pourcentage de cellules ayant capturé 
les protéines fluorescentes (A) et la quantité moyenne de protéines capturées par cellules (B) 
ont été déterminés par cytométrie en flux, 30 min suivant l’ajout des protéines. Les barres 
d’erreur représentent les écarts-types des moyennes d’une expérience réalisée en triplicata, 
n=3. *** valeur-p<0,001 et NS indique une valeur-p non significative. 
 
L’observation des cellules mixK5 par microscopie confocale, 30 min après 
l’ajout de la protéine ERNKG confirme que ERNKG s’attache et s’internalise dans les 
cellules 293 indépendamment de la présence du récepteur K5-CD4-GFP (Figure V-54, 
haut) et que la réduction de la sulfatation de la surface cellulaire entraine l’inhibition de 
la capture d’ERNKG par les cellules 293 n’exprimant pas le récepteur fusionné au 
Kcoil, sans abolir l’internalisation d’ERNKG dans les cellules exprimant le récepteur 
(Figure V-54, bas). Trente minutes après son ajout sur les cellules la protéine ERNKG 
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entraine un marquage uniforme de la surface cellulaire plus un marquage cytoplasmique 
ponctué typique d’une localisation vésiculaire, de manière similaire à celui obtenu avec 
E5-RFP (Figure V-6).     
 
Figure V-54. Capture ciblée de la protéine ERNKG par les cellules 
293/K5-CD4-GFP. 
La capture de la protéine ERNKG (rouge) a été observée par microscopie confocale, 30 min 
après son ajout sur les cellules mixK5 non traitées (haut) ou prétraitées avec du NaClO3 
pendant 2 j (bas). Le marquage nucléaire (bleu) a été réalisé avec du Hoechst 33258. 
 
La capture non ciblée de la protéine ERNKG est très probablement due à une 
interaction électrostatique entre les charges positives de la protéine et les charges 
négatives des ions sulfates portées par les HSPGs à la surface des cellules. Lors de la 
transfection, les charges positives d’ERNKG interagissant avec les charges négatives de 
l’ADNp, il est donc probable que la capture non ciblée des protéiplexes formées avec 
ERNKG soit inférieure à celle de la protéine seule. Les cellules mixK5 ont donc été 
incubées avec la protéine ERNKG seule ou sous forme de protéiplexes au ratio 
massique ADNp:ERNKG égal à 1:5. La capture d’ERNKG a été à nouveau déterminée 
par cytométrie en flux, 30 min après l’ajout sur les cellules (Figure V-55). La 
multiplication du pourcentage de cellules ayant capturé ERNKG par l’intensité moyenne 
de fluorescence rouge émise par cellules, que nous avons nommé intensité totale permet 
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une analyse intégrant les deux paramètres. L’ajout d’ERNKG sous forme de 
protéiplexes formés avec un ADNp non marqué induit une diminution de la capture non 
ciblée de la protéine de 2,2 fois et une diminution également de la capture ciblée par le 
système E/Kcoil de 1,3 fois (FigureV-55 A). Ces résultats indiquent que la 
complexation d’ERNKG avec l’ADNp ne permet pas d’abolir son attachement non ciblé 
sur les membranes des cellules 293. Lorsque les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 
30 mM de NaClO3, la complexation d’ERNKG avec l’ADNp n’affecte pas la capture 
ciblée. Afin de vérifier que l’ajout d’ADN libre dans le surnageant cellulaire ne modifie 
pas l’interaction entre les peptides E5 et K5, la même expérience a été réalisée avec la 
E5-RFP à la place d’ERNKG, à la même concentration molaire (0,12 µM). La figure 
V-55 B montre que l’addition d’ADNp n’a aucun effet sur la capture d’E5-RFP, que les 
cellules aient été traitées avec 30 mM de NaClO3 ou non, ce qui indique que l’ajout 
d’ADNp libre dans le surnageant cellulaire n’affecte pas l’interaction E/Kcoil. 
 
Figure V-55. Influence de l’ajout d’ADNp sur la capture des protéines ERNKG et 
E5-RFP par les cellules mixK5.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées ou non avec 30 mM de NaClO3, puis 0,12 µM de 
protéines ERNKG (A) ou E5-RFP (B) ont été ajoutés sur les cellules en présence ou en 
l’absence d’ADNp. La quantité totale de protéines capturées a été déterminée par cytométrie en 
flux, 30 min après l’ajout des protéines. Les barres d’erreur représentent les écarts-types des 
moyennes, n=3. ** valeur-p < 0,01, *** valeur-p < 0,001 et NS indique une valeur-p non 
significative. 
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Dans le but de vérifier que les protéiplexes formés avec un ADNp non 
marqué et ERNKG étaient internalisés dans les cellules, les cellules mixK5 ont été 
transfectées avec des protéiplexes formés au ratio massique ADNp:ERNKG égal à 
1:5, puis les cellules ont été imagées par microscopie confocale, 30 minpt 
(Figure V-56, partie du haut). Comme pour la protéine ERNKG seule, les 
protéiplexes s’attachent de manière uniforme à la membrane cellulaire et peuvent 
être internalisés par les cellules indépendamment de l’expression du récepteur 
K5-CD4-GFP. La figure V-56 (partie du bas) montre que le prétraitement des 
cellules avec 30 mM de NaClO3 permet d’abolir l’attachement d’ERNKG sur les 
cellules 293 parentales et n’empêche pas l’internalisation de la protéine par les 
cellules 293/K5-CD4-GFP. 
 
 
Figure V-56. Capture ciblée des protéiplexes formés avec ERNKG par les 
cellules 293/K5-CD4-GFP. 
La capture des protéiplexes formés au ratio massique ADNp:ERNKG égal à 1:5 a été observée 
par microscopie confocale, 30 min après son ajout sur les cellules mixK5 non traitées (haut) ou 
prétraitées avec du NaClO3 pendant 2 j (bas). Le marquage nucléaire (bleu) a été réalisé avec 
du Hoechst 33258. 
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La fusion des peptides à la protéine E5-RFP pourrait induire un changement de la  
fluorescence de la protéine et ainsi fausser la quantification de la liaison des protéines 
transfectrices contenant la RFP sur les cellules 293/K5-CD4-GFP mesurée par 
fluorescence. Afin de vérifier si la protéine ERNKG possédait une fluorescence rouge 
similaire à celle d’E5-RFP, des quantités croissantes des deux protéines ont été diluées 
dans du milieu F17, l’intensité de fluorescence a ensuite été quantifiée par 
spectrofluorimétrie. La figure V-57 rassemble les intensités de fluorescence obtenues 
pour les deux protéines en fonction de leurs concentrations molaires. Si la protéine 
ERNKG possédait des propriétés de fluorescence différentes d’E5-RFP, le 
rassemblement des données obtenues induirait une faible corrélation entre l’intensité de 
fluorescence et la concentration molaire. Le coefficient de corrélation obtenu lors de 
cette expérience est de 0,9462, ce qui indique que les deux protéines excitées à 583 nm 
possèdent une émission similaire à 612 nm. Ces résultats permettent de confirmer que 
les fluorescences des protéines E5-RFP et ERNKG peuvent effectivement être 
comparées pour refléter les quantités de protéines capturées par les cellules. 
 
Figure V-57. Vérification des propriétés de fluorescence rouge (à 612 nm) de la 
protéine ERNKG comparativement à celles d’E5-RFP.  
L’intensité de fluorescence de concentrations croissantes d’ERNKG et E5-RFP a été 
déterminée par spectrofluorimétrie. R2 représente le coefficient de corrélation de la courbe de 
tendance linéaire, calculée par le logiciel Excel. Les barres d’erreur représentent les écarts-
types des moyennes, n=3. 
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5.2.6 Stabilité des protéiplexes formés avec ERNKG 
Dans le but de vérifier la stabilité des protéiplexes formés avec ERNKG, ils ont 
été incubés en présence d’héparine (de 0,1 à 10 mg/mL), puis le relargage de l’ADNp de 
ceux-ci a été déterminé grâce à une expérience de retard de migration de l’ADNp lors de 
son électrophorèse sur gel d’agarose. Comme précédemment (Figure V-36 A et B) : (i) 
l’incubation de l’ADNp en présence d’héparine ne modifie pas sa migration sur un gel 
d’agarose (Figure V-58, partie III), (ii) les protéiplexes formés avec HMGB1ab au ratio 
massique ADNp:protéine égal à 1:20 ne sont pas déstabilisés lorsqu’ils sont incubés en 
présence de 1 mg/mL d’héparine (Figure V-58, partie I) et (iii) l’ADNp est relargué des 
protéiplexes formés avec HMGB1-E5 formés au ratio massique ADNp:protéine égal à 
1:5 avec 10 mg/mL d’héparine (Figure V-58, partie II). La partie VIII de la figure V-58 
montre que la migration de protéine ERNKG est modifiée en présence de 10 mg/mL 
d’héparine, ce qui indique que les deux molécules interagissent entre elles. La migration 
du plasmide pTT/GFP n’est pas retardée lorsqu’il est incubé avec 1 µg d’ERNKG 
pendant 45 min (Figure V-58, partie IV), alors qu’il l’était partiellement lorsque 
l’incubation était de 15 min (Figure V-52, partie de gauche avec 1,2 µM), ce qui suggère 
que les protéiplexes formés au ratio massique ADNp:ERNKG égal à 1:1 ne sont pas 
stables. Les protéiplexes formés avec 5 et 10 µg d’ERNKG sont complètement 
déstabilisés avec 1 mg/mL d’héparine (figure V-58, partie V et VI). Quand la quantité 
d’ERNKG est augmentée à 20 µg, l’ADNp n’est pas relargué en présence 1 mg/mL 
d’héparine, mais la quantité de protéine ERNKG complexée avec l’ADNp diminue 
(résultat qui était plus visible à l’œil nu, car lorsque le gel est mis sur un 
transilluminateur à UV, l’ADNp fluoresce en vert et la protéine en rose fuchsia) et la 
migration de toutes les protéines ERNKG qui n’interagissaient pas avec l’ADNp est 
retardée (Figure V-58, partie VII), ces résultats suggèrent que l’héparine semble 
interagir d’abord avec la forme libre d’ERNKG avant d’interagir avec sa forme 
complexée avec l’ADNp. Lorsque la quantité d’ERNKG est augmentée pour former les 
protéiplexes, la quantité de protéines libres augmente (Figure V-52 et V-58), de ce fait la 
stabilité des protéiplexes en fonction de la quantité de protéines ERNKG utilisée pour 
former les protéiplexes ne peut pas être évaluée grâce à la déstabilisation des complexes 
avec l’héparine. 
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Figure V-58. Stabilité des protéiplexes formés avec ERNKG.  
Un microgramme de pTT/GFP a été incubé pendant 15 min avec des quantités croissantes de 
protéines ERNKG (de 1 à 20 µg), puis les protéiplexes ont été incubés en présence de 
concentrations croissantes d’héparine (de 0,1 à 10 mg/mL, correspondant à 0,1 à 10 µg par µg 
d’ADNp), en suivant le protocole décrit en IV.7.2, enfin ils ont été soumis à une électrophorèse 
sur gel d’agarose. Ce gel est représentatif des résultats obtenus lors de deux expériences 
indépendantes. 
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5.2.7 Cytotoxicité d’ERNKG 
Dans le but de vérifier que la protéine ERNKG n’entraine pas d’effet 
cytotoxique, ni cytostatique, les cellules mixK5 ont été traitées avec 30 mM de NaClO3, 
puis incubées avec des quantités croissantes de protéines ERNKG seules ou sous forme 
de protéiplexes. La figure V-59 montre qu’ERNKG n’a aucun effet sur la viabilité et la 
croissance cellulaire, aux concentrations qui seront utilisées lors de la transfection. 
 
Figure V-59. Influence de la quantité d’ERNKG sur la densité et la viabilité 
cellulaire.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3 pendant 2 j, puis des quantités 
croissantes d’ERNKG seule (A) ou sous forme de protéiplexes (B) ont été ajoutés sur 1 mL de 
cellules. Les cellules ont ensuite été numérées grâce à un compteur automatisé de cellules. Les 
barres d’erreur représentent les écarts-types des moyennes obtenues pour 3 échantillons. 
 
5.2.8 Expression du transgène  
L’influence de la quantité d’ERNKG pour former les protéiplexes sur 
l’expression du transgène a été déterminée par cytométrie en flux, 2 jpt. En l’absence de 
NaClO3 (30 mM) et/ou de chloroquine (100 µM), les protéiplexes formés avec ERNKG 
n’ont pas permis l’expression de la BFP, de ce fait, seuls les résultats obtenus pour les 
cellules mixK5 prétraitées avec du chlorate de sodium et traitées 30 minpt avec la 
chloroquine sont représentées dans la figure V-60. Les cellules mixK5 ont été prétraitées 
pendant 2 j avec 30 mM de NaClO3, puis ont été transfectées avec des ratios massiques 
pTT/BFP:ERNKG entre 1:0,25 et 1:20, ensuite les cellules ont été traitées 30 minpt avec 
100 µM de chloroquine et enfin le pourcentage de cellules exprimant le transgène a été 
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déterminé par cytométrie en flux, 2 jpt. Une quantité minimale de 10 µg d’ERNKG par 
µg d’ADNp est nécessaire pour que les cellules 293/K5-CD4-GFP expriment le 
transgène et l’augmentation de la quantité d’ERNKG pour former les protéiplexes 
permet d’augmenter l’efficacité de transfection. L’absence d’expression du transgène 
lorsque les cellules 293/K5-CD4-GFP ne sont pas traitées avec de la chloroquine 
indique que lors de la transfection ciblée, le peptide GALA fusionné à l’extrémité C-
terminale de la protéine ERNKG n’est pas suffisant pour permettre aux protéiplexes de 
s’échapper des endosomes. Lors de la transfection ciblée, la quantité de protéines entrant 
dans les cellules est certainement inférieure à celle utilisée lors d’une transfection non 
ciblée, il est donc très probable que le peptide GALA soient en quantité insuffisante. 
Nous n’avons pas évalué l’expression ciblée du transgène avec des quantités d’ERNKG 
supérieures, car le but premier du ciblage de récepteur est de diminuer les quantités de 
protéines vectrices de l’ADNp nécessaire pour obtenir une transfection optimale des 
cellules. 
 
Figure V-60. Influence de la quantité d’ERNKG sur l’expression du transgène.  
Les cellules mixK5 ont été prétraitées avec 30 mM de NaClO3. Les cellules ont été transfectées 
avec des protéiplexes formés avec une quantité croissante d’ERNKG (de 0,1 à 20 µg de 
protéine pour 1 µg de pTT/BFP). Le pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le 
transgène (BFP) a été déterminée 2 jpt par cytométrie en flux. Les barres d’erreur représentent 
les écarts-types des moyennes, n=3. *** valeur-p<0,001 et NS indique une valeur-p non 
significative. 
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5.3. Conclusion 
La diminution de la sulfatation de la surface cellulaire semble améliorer 
légèrement la liaison d’E5-RFP sur les cellules exprimant le récepteur K5-CD4-GFP, ce 
qui suggère que les héparanes sulfates ont un effet négatif sur la liaison E5/K5. L’ajout 
de peptides dans le but de conférer à la protéine E5-RFP les propriétés de liaison à 
l’ADNp, d’échappement endosomal ainsi que de routage et translocation nucléaire, 
augmente sa capture non ciblée. Cette capture non ciblée est réduite lorsque la protéine 
est ajoutée sous forme de protéiplexes. Comme pour les protéines HMGB1-E5, la 
réduction de la sulfatation de la surface cellulaire est nécessaire afin de permettre la 
capture ciblée des protéiplexes. L’expression du transgène ciblée par les cellules 
293/K5-CD4-GFP requiert la réduction de la sulfatation de la surface cellulaire, 
l’amélioration de l’échappement endosomal par traitement des cellules à la chloroquine 
et de grandes quantités de protéines. La protéine ERNKG ne montre donc pas 
d’avantages comparativement à la protéine HMGB1-E5 pour son utilisation à des fins de 
transfection à grande échelle.  
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VI. DISCUSSION GÉNÉRALE 
Dans cette étude, un nouveau système de transfection ciblé a été développé et 
caractérisé. Ce système de transfection est basé sur l’utilisation du système E/Kcoil et 
d’une protéine comme vecteur de l’ADNp. Nous avions émis l’hypothèse que le ciblage 
d’un récepteur lors de la transfection transitoire pourrait, à l’image de certains virus, 
permettre de transfecter les cellules efficacement tout en diminuant la quantité d’ADNp 
et de protéines vectrices nécessaires pour obtenir l’expression maximale du transgène. 
L’avantage majeur des protéines pour véhiculer l’ADNp afin de transférer un gène dans 
les cellules eucaryotes est leur flexibilité de modification. Toutefois, les quantités de 
protéines nécessaires à l’expression du transgène est un frein à leur utilisation. En effet, 
des centaines de microgrammes de protéines par million de cellules de mammifères sont 
nécessaires pour obtenir une efficacité de transfection optimale (Tableau I, (Kichler et 
al., 2003; Kim et al., 2008a; Min et al., 2010; Prongidi-Fix et al., 2007; Sloots and Wels, 
2005; Xavier et al., 2009) ) . 
1. Résultats principaux de l’étude 
Nous supposions que la quantité de protéines vectrices de l’ADNp nécessaire pour 
transfecter des cellules de mammifères pourrait être réduite grâce à leur liaison ciblée, 
internalisation et routage intracellulaire optimisés. Afin de permettre l’interaction entre 
la protéine vectrice de l’ADNp et le récepteur à la surface des cellules, nous avons 
choisi d’utiliser le système E/Kcoil. Celui-ci ayant déjà été utilisé pour modifier le 
tropisme d’un adénovirus (Zeng et al., 2008). Lors de cette étude, le vecteur adénoviral a 
été modifié pour que celui-ci ne puisse plus interagir avec le récepteur CAR et qu’il 
possède à sa surface un Kcoil. Le vecteur adénoviral arborant le Kcoil permet la 
transduction spécifique des cellules 293 exprimant le récepteur de l’EGFR fusionné 
avec un Ecoil dans sa partie N-terminale. Ces résultats démontrent que le système 
E/Kcoil peut permettre le ciblage d’un récepteur à la surface des cellules 293. Dans un 
premier temps, nous avons voulu déterminer si le ciblage d’un récepteur par 
l’intermédiaire du système E/Kcoil été possible dans le cas des protéiplexes. Nous avons 
tout d’abord établit une lignée cellulaire exprimant de façon stable le récepteur CD4 
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fusionné avec le Kcoil et la GFP. Les cellules 293/K5-CD4-GFP ont été obtenues grâce 
à leur transfection transitoire suivit de leur ensemencement en milieu semi-solide et du 
repiquage des cellules fluorescentes à l’aide du Quixell micromanipulator, (détails 
disponibles dans la partie 3 du  Matériel et Méthodes, technique déjà décrite dans 
(Caron et al., 2000; Caron et al., 2009)). Cette technique a permis l’obtention de 
plusieurs clones en moins de deux mois. Le temps de l’obtention de la lignée cellulaire 
est réduit comparativement à l’utilisation d’antibiotique afin de sélectionner les cellules 
suivit de leur dilution limite pour obtenir une lignée cellulaire monoclonale. Ceci étant 
probablement dû au fait que l’ensemencement en milieu semi-solide ne semble pas 
affecter la viabilité cellulaire et le milieu semi-solide permet aux cellules de conserver à 
proximité les facteurs de croissance qu’elles sécrètent.  
Les quantités de protéines utilisées dans cette étude ne peuvent être comparées 
qu’avec discernement avec celles décrites dans la littérature, car premièrement nos 
cellules sont cultivées en suspension, alors que dans les autres études les cellules sont 
cultivées de manière adhérente. En effet, lorsque les cellules sont cultivées en 
suspension : le milieu de culture ne contient pas de sérum (qui comporte des protéines 
chargées négativement pouvant interagir avec les nanoparticules positives), les 
nanoparticules ne doivent pas sédimenter pour entrer en contact avec les cellules et la 
densité cellulaire est plus élevée. Toutefois, nous avons démontré que 0,5 µg 
d’HMGB1-E5 par µg d’ADNp sont nécessaires pour obtenir une expression optimale du 
transgène par les cellules 293/K5-CD4-GFP (Figure V-40), alors que dans le cas de la 
transfection non ciblée, 5 µg d’HMGB1 par µg d’ADNp sont nécessaires pour atteindre 
une efficacité de transfection équivalente (Figure V-21). Cette diminution de la quantité 
de protéine vectrice de l’ADNp n’est probablement pas le résultat de l’optimisation de 
l’internalisation, ni du routage intracellulaire des protéiplexes, car le récepteur CD4 est 
soit recyclé (Pelchen-Matthews et al., 1989), soit dégradé après son internalisation 
(Ruegg et al., 1992).  
Toutes les protéines vectrices de l’ADNp utilisées dans cette thèse ont été 
produites par transfection transitoire des cellules CHO avec du LPEImax et purifiées par 
chromatographie d’affinité avec des ions cobalt immobilisés, comme décrit dans les 
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parties IV.4 et IV.5 (cette dernière étant déjà décrite dans (Tom et al., 2007)). Ce 
procédé de production permet l’obtention rapide de diverses protéines et évite les 
problèmes inhérents à leur production par les bactéries, notamment la formation de 
corps d’inclusion, la présence d’endotoxines, des repliements et modifications post-
traductionnelles inadéquats. Les protéines ont été produites en deux ou cinq jours 
respectivement pour les protéines intracellulaires ou sécrétées et purifiées en une seule 
journée. Ainsi, en ajoutant la journée nécessaire pour vérifier la pureté par 
immunobuvardage de type western,  les protéines vectrices de l’ADNp peuvent être 
obtenues en l’espace d’une semaine. Nous avons ainsi produit et purifié nos protéines 
vectrices de l’ADNp avec des rendements supérieurs à 10 mg/L de cellules CHO. Ces 
quantités de protéines vectrices de l’ADNp étant amplement suffisantes pour permettre 
de faire les expériences d’interaction avec l’ADNp, ainsi que celles de capture et 
d’expression du transgène à petite échelle (en plaque à 12 puits). Il est à noter que les 
rendements des protéines purifiées sont certainement inférieurs à ceux pouvant être 
obtenus, car aucune réelle optimisation de production et de purification n’a été 
effectuée. Il serait intéressant par exemple de vérifier la cinétique de production des 
protéines recombinantes afin de déterminer avec précision le moment où les cultures 
doivent être récoltées. De plus, pour toutes les protéines produites sous formes sécrétées 
le deuxième lavage lors de leur purification a entraîné de grandes pertes de protéines 
d’intérêt, alors que ce dernier ne contient pas de protéines contaminantes détectables par 
coloration au bleu de Coomassie, ce qui indique que ce deuxième lavage n’est pas 
nécessaire lors de la purification des protéines sécrétées utilisées dans cette étude.  
Les protéines contenant HMGB1 dans sa version complète ou uniquement ses 
boites A et B possèdent la capacité d’interagir avec l’ADNp (Figures V-8, V-31, V-42 et 
V-43), mais la troncature de la queue acidique d’HMGB1 est nécessaire pour obtenir 
une neutralisation des charges négatives de l’ADNp et ainsi la formation de 
nanoparticules qui semble plus stables (Figure V-36) et petites (Figures V-33 et V-34). 
Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par Kim et al. (Kim et al., 2008b), 
qui démontraient que la troncature de la queue acidique d’HMGB1 permet l’obtention 
de nanoparticules plus petites. Il est couramment admis que lors d’une expérience de 
  
170 
 
retard de migration de l’ADNp sur gel d’agarose, l’obtention de bande diffuse reflète 
une instabilité de liaison des nanoparticules. Il serait intéressant de vérifier les résultats 
obtenus grâce à un essai de décalage de mobilité électrophorétique (EMSA), qui permet 
d’étudier l’interaction de la protéine avec l’ADNp sur un gel de polyacrylamide en 
conditions non dénaturantes. La résonance plasmonique de surface (SPR) peut 
également être utilisée pour déterminer l’affinité de liaison entre HMGB1 et l’ADN 
(Yamamoto et al., 1997).  
Les protéiplexes formés avec HMGB1-E5 sont capturés par les cellules 293 
majoritairement par leur attachement non ciblé (Figures V-9 et V-10). HMGB1 ayant 
déjà été rapportée comme interagissant avec les héparanes sulfates de la surface 
cellulaire et non avec les chondroïtines ou les dermatanes sulfates (Xu et al., 2011), nous 
avons diminué la sulfatation des composants de la membrane cellulaire grâce au 
prétraitement des cellules avec du chlorate de sodium. La réduction de la sulfatation des 
composants de la surface cellulaire (Figure V-15) permet de réduire la capture non 
ciblée des protéiplexes par les cellules 293 (Figure V-13 A) et ainsi d’obtenir une 
capture ciblée via la liaison E/Kcoil (Figure V-13 B) qui aboutit à la transfection ciblée 
des cellules 293/K5-CD4-GFP par les protéiplexes formés avec HMGB1-E5 
(Figure V-16 B et C). Cet attachement non ciblé est un avantage dans le cas du transfert 
de gènes dans des cellules avec un agent de transfection formant des nanoparticules 
chargées positivement, car de simples interactions électrostatiques permettent 
l’internalisation des complexes contenant l’ADNp. Toutefois, après cette internalisation 
par l’intermédiaire de l’endocytose, les nanoparticules doivent posséder la capacité de 
s’échapper de la voie de dégradation par lysosomes. Dans le cas du PEI, il a déjà été 
démontré que cette interaction non ciblée peut conduire à la séquestration des 
polyplexes à l’intérieur des cellules ((Paris et al., 2008) explication complète dans la 
partie 2 de la discussion).  
 Lors de la transfection ciblée, l’augmentation de la quantité de protéines (entre 1 
et 20 µg d’HMGB1-E5 par µg d’ADNp) ou de protéiplexes (jusqu’à 10 fois) n’entraine 
pas d’augmentation du pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le 
transgène (Figure V-22). Alors que, lors de la transfection non ciblée des cellules 293 
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par les protéiplexes formés avec HMGB1, l’expression du transgène est proportionnelle 
avec les quantités de protéines ou de protéiplexes (Figure V-21). Ces résultats indiquent 
que lors de la transfection ciblée avec la protéine HMGB1-E5, la quantité de protéines 
ou de protéiplexes n’est pas le facteur limitant l’expression du transgène.  
Nous avons alors souhaité savoir si l’augmentation de la force d’interaction entre 
l’ADNp et HMGB1 pouvait améliorer la capture des protéiplexes et surtout leur 
efficacité de transfection. La troncature de la queue acidique d’HMGB1 entraine la 
formation de nanoparticules dont le diamètre moyen est deux fois inférieur 
comparativement à la forme complète d’HMGB1 (Figure V-33 B versus 
Figure V-34 B). De plus, l’interaction entre l’ADNp et HMGB1ab-E5 semble plus 
stable que lorsque les protéiplexes sont formés avec HMGB1-E5 (Figures V-31 et 
V-36). L’interaction entre l’ADNp et HMGB1 s’effectuant par l’intermédiaire de 
liaisons électrostatiques, nous avons évalué la stabilité des protéiplexes grâce à l’ajout 
de concentrations croissantes en héparine, qui de par ses charges négatives peut entrer 
en compétition avec l’ADNp pour sa liaison avec les protéines HMGB1. Toutefois, il est 
à noter que le relargage reflète l’affinité de liaison d’HMGB1 avec l’ADNp, mais 
également celle de l’interaction d’HMGB1 avec l’héparine. En effet, si la protéine 
vectrice de l’ADNp (forme tronquée versus forme complète d’HMGB1) possède une 
affinité plus grande pour l’héparine, la quantité de cette dernière pour déstabiliser les 
protéiplexes sera moins grande. De plus, nous ne pouvons pas exclure que l’héparine 
pourrait posséder une affinité pour HMGB1 sous sa forme libre supérieure à celle 
d’HMGB1 complexée avec l’ADNp. Ainsi, lorsque les protéiplexes sont formés avec un 
ratio massique ADNp:HMGB1 plus élevé, il se pourrait qu’une plus grande quantité 
d’HMGB1 soit présente sous forme libre et que l’héparine liée à celle-ci devienne donc 
indisponible pour rentrer en compétition avec l’ADNp des protéiplexes.  
Les tailles des protéiplexes formés avec HMGB1ab que nous avons déterminés 
sont légèrement différents de celles rapportées dans la littérature; effectivement les 
protéiplexes formés avec le plasmide pCMV/luc et une forme tronquée d’HMGB1 
contenant uniquement ses boites A et B en fusion avec une étiquette histidine produite 
par des bactéries E. coli ont une taille d’environ 150 et 175 nm, lorsque les protéiplexes 
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ont été formés respectivement au ratio massique ADNp:protéine 1:10 et 1:20 (Kim et 
al., 2008b). Toutefois, la taille des protéiplexes formés avec notre protéine chimérique 
HMGB1ab et le plasmide pTT/GFP avec les mêmes ratios massiques est de 106 ± 2 nm 
de diamètre. L’utilisation de DPBS au lieu du PBS comme milieu de complexation, d’un 
plasmide différent et d’une protéine produite par des cellules de mammifères et non 
bactériennes sont certainement responsables de cette différence de diamètre. De plus, 
l’indice de réfraction utilisé lors de notre étude était celui du DPBS, alors que Kim et al. 
ont utilisé celui de l’eau ultrapure alors que leurs protéiplexes ont été formés dans du 
PBS. Le calcul de la taille des particules intégrant l’indice de réfraction du milieu pour 
déterminer le diamètre moyen des particules, ne pas utiliser celui du milieu de 
complexation peut ainsi fausser la taille obtenue. Nous avons également observé que le 
retard de migration sur gel d’agarose de l’ADNp contenu dans les protéiplexes est 
maximal avec une quantité de 5 µg d’HMGB1ab-E5, ce qui semble indiquer que lorsque 
les protéiplexes sont formés avec une quantité de protéines supérieure, les protéines 
supplémentaires ne participent probablement pas à la formation des protéiplexes, mais 
sont sous forme libre. Les protéines sous forme libre pourraient inhiber la transfection 
par compétition pour la liaison sur les récepteurs cellulaires, ceci n’étant pas le cas 
lorsque 20 µg de protéines sont ajoutées par microgramme d’ADNp. En effet, la 
figure V-40 montre que l’efficacité de transfection d’HMGB1ab-E5 est similaire pour 
les ratios massiques ADNp:HMGB1-E5 égaux à 1:5 et 1:20.   
La troncature de la queue acidique d’HMGB1 entraine la diminution du 
pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP capturant les protéiplexes (Figure V-37 B). Il 
est probable que l’attachement des protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 sur les 
cellules 293/K5-CD4-GFP nécessite plus de temps que lorsque les protéiplexes sont 
formés avec HMGB1-E5. L’analyse de la capture étant réalisée 30 minpt, il serait donc 
intéressant de faire une comparaison des cinétiques du pourcentage de cellules capturant 
l’ADNp marqué avec TOTO-3 complexé avec HMGB1ab-E5 ou HMGB1-E5. Il est 
également probable que les protéiplexes formés avec HMGB1ab-E5 contiennent moins 
de molécules d’ADNp marqué et que la quantité d’ADNp capturé par les cellules soit 
insuffisante pour permettre leur détection par cytométrie en flux. En effet, pour ce 
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marqueur d’ADNp le voltage des lasers utilisés est très élevé afin de permettre la 
détection de TOTO-3 et ne peut pas être augmenté d’avantage sans qu’il en résulte une 
forte autofluorescence des cellules. Cette deuxième hypothèse est très probable, car nous 
n’avons pas réussi à visualiser par microscopie confocale les protéiplexes formés avec la 
protéine HMGB1ab-E5 et l’ADNp marqué avec TOTO-3 dans les cellules 
293/K5-CD4-GFP 4 hpt en présence de chloroquine, alors que cela était possible pour 
HMGB1-E5. Il est à noter que lors des expériences réalisées avec les cellules mixK5 et 
les protéiplexes formés avec HMGB1-E5, nous étions très proche des limites de 
détection du cytomètre en flux et du microscope confocal. De plus, la formation de 
nanoparticules stables augmente de 1,5 fois le pourcentage de cellules exprimant le 
transgène (Figure V-39), ce qui ne corrobore pas avec la diminution du nombre de 
cellules capturant les protéiplexes de manière ciblée 30 minpt (Figure V-37 B) et surtout 
le pourcentage de cellules capturant l’ADNp 30 minpt est inférieur à celui des cellules 
exprimant le transgène 2 jpt. Le nombre de protéines HMGB1ab-E5 par molécule 
d’ADNp nécessaire pour obtenir l’expression maximale du transgène est 11 fois 
supérieur comparativement à la protéine HMGB1-E5. Si l’impossibilité de visualiser les 
protéiplexes par microscopie confocale est due à une faible quantité d’ADNp contenue 
dans ceux-ci, ils pourraient être visualisés grâce au marquage de l’ADNp avec des 
nanocristaux fluorescents (quantum dots). Le marquage de l’ADNp avec des 
nanocristaux a déjà été utilisé pour suivre des complexes formés avec du chitosane et a 
permis de visualiser l’ADNp dans le noyau des cellules transfectées, ce qui indique que 
ce marquage est stable lors de l’acheminement de l’ADNp dans les cellules jusqu’au 
noyau (Ho et al., 2006). 
Nous avons également remarqué que l’augmentation de la concentration en 
chlorate de sodium de 30 à 50 mM, pour prétraiter les cellules mixK5 avant leur 
transfection avec des protéiplexes formés avec HMGB1-E5, provoque la diminution du 
pourcentage de cellules 293/K5-CD4-GFP exprimant le transgène (Figure V-25). Cette 
diminution d’efficacité de transfection n’est pas due à une diminution de la capture 
ciblée des protéiplexes (Figure V-13). Par contre, l’effet cytostatique du traitement des 
cellules avec 50 mM de NaClO3 est plus prononcé qu’avec 30 mM (Figure V-11). Lors 
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de la mitose, la membrane nucléaire est rompue et les protéiplexes peuvent entrer 
passivement dans le noyau. La diminution du pourcentage de cellules exprimant le 
transgène quand la division cellulaire est diminuée suggère que la protéine HMGB1-E5 
ne permet pas la translocation nucléaire de l’ADNp malgré la présence de deux motifs 
NLS. Ces résultats sont surprenant compte tenu du fait que l’utilisation conjointe 
d’HMGB1 avec du  PEI permet d’augmenter l’expression du transgène quand 0,1 à 
10 µg d’HMGB1 sont ajoutés par µg d’ADNp (Shen et al., 2009). Comme nous l’avons 
démontré dans l’introduction, la limitation majeure lors de l’internalisation des 
polyplexes est le routage et la translocation nucléaire, Shen et al. supposent ainsi à juste 
titre que HMGB1 permettrait d’améliorer ces deux étapes. Toutefois, il aurait été 
nécessaire de bloquer la mitose des cellules pour vérifier si HMGB1 permet 
effectivement d’augmenter la transfection des cellules dont la membrane nucléaire n’a 
pas été rompue. Il n’est pas impossible que l’ajout du Ecoil ait pour effet de modifier la 
structure tridimensionnelle d’HMGB1 et que les motifs NLS soient masquées à 
l’intérieur de la protéine ou encore à l’interface entre la protéine et l’ADNp. 
La troncature de la queue acidique rapproche les domaines de liaison à l’ADNp 
et de ciblage de la protéine HMGB1-E5, il serait donc probable que l’exposition du 
Ecoil à la surface des protéiplexes soit restreinte, ce qui pourrait réduire ses capacités 
d’interaction avec le Kcoil. Cette hypothèse a été testée grâce à l’ajout par fusion d’un 
peptide espaceur entre le domaine de liaison à l’ADNp et celui de ciblage 
d’HMGB1ab-E5, qui permet l’éloignement des deux domaines. Ne sachant pas si les 
deux domaines doivent posséder un certain degré de liberté entre eux pour qu’ils soient 
fonctionnels, nous avons inséré un peptide espaceur rigide ou flexible de 20 acides 
aminés. Les protéiplexes formés avec HMGB1-E5 ne sont pas capturés par toutes les 
cellules exprimant le Kcoil (Figure V-13), alors que toutes les cellules 
293/K5-CD4-GFP observées par microscopie confocale après l’ajout d’E5-RFP sur les 
cellules mixK5 (lors de l’expérience représentée dans les figures V-5 et V-6) 
interagissent avec la E5-RFP, ce qui indique que le récepteur K5-CD4-GFP est localisé 
à la membrane de toutes les cellules. Cette capture limitée des protéiplexes formés avec 
HMGB1-E5 n’est pas due non plus à une quantité limitante en protéines ou en 
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protéiplexes, il est donc très probable que l’accessibilité du Ecoil soit également 
restreinte. L’effet de l’ajout d’un peptide espaceur rigide ou flexible a donc été testé 
pour la protéine HMGB1-E5. Cependant, l’éloignement des domaines d’interaction avec 
l’ADNp et de ciblage n’a pas permis d’améliorer la capture des protéiplexes (Figure 
V-44) ou l’expression du transgène ciblée (Figure V-45), ce qui porte à croire que la 
troncature de la queue acidique d’HMGB1 n’induit pas l’enfouissement du Ecoil dans 
les protéiplexes. Toutefois, il est possible que la longueur du peptide espaceur ne soit 
pas suffisante pour permettre au Ecoil de sortir suffisamment des protéiplexes qui sont 
le résultat de l’interaction entre l’ADNp et de nombreuses protéines. En effet, un peptide 
espaceur de 20 acides aminés a une taille de l’ordre du nanomètre et nous avons estimé 
le diamètre moyen des protéiplexes formés avec HMGB1-E5 à environ 300 nm 
(Figure V-34). 
La protéine E5-RFP semblait s’attacher et être internalisée par les cellules 293 
uniquement lorsque celles-ci expriment le récepteur couplé au K5 (Figures V-5, V-6, 
V-48), alors que ce n’était pas le cas pour les protéiplexes formés avec des protéines 
contenant le Ecoil et HMGB1 dans sa version complète ou tronquée. La protéine 
E5-RFP ne contient pas de regroupement de charges positives qui pourrait être 
responsable de l’interaction des protéiplexes avec les groupements sulfates des 
composants de la membrane cellulaire. Il apparait donc que les domaines de liaison des 
protéines vectrices de l’ADNp, qui sont chargés positivement, pourrait être responsables 
de l’attachement non ciblé des protéiplexes sur les cellules 293. Nous avons, tout 
d’abord, voulu mieux caractériser l’attachement d’E5-RFP sur les cellules mixK5 et 
nous servir de cette protéine comme base d’une protéine multifonctionnelle qui 
possèderait toutes les fonctionnalités pour permettre la transfection des cellules. Dans un 
premier temps, l’attachement ciblé de la protéine E5-RFP par les cellules 
293/K5-CD4-GFP préalablement visualisé par microscopie confocale (Figure V-5) a été 
confirmé par cytométrie en flux (Figure V-48). La fusion du Ecoil avec la protéine 
fluorescente RFP nous a donc permis de montrer que le E5 pouvait être reconnu de 
manière spécifique par le K5 à la surface des cellules, ainsi l’affinité d’E5-RFP sur les 
cellules K5-CD4-GFP est régie par l’affinité du couple E/Kcoil. L’affinité de 
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l’attachement d’E5-RFP sur les cellules 293 exprimant K5-CD4-GFP a été déterminée 
par cytométrie en flux, grâce à la mesure de la fluorescence rouge totale des cellules 
après l’ajout de concentrations croissantes d’E5-RFP. L’affinité du couple E/Kcoil 
mesurée par SPR est de l’ordre de 63 pM (De Crescenzo et al., 2003), alors que nous 
avons obtenu une valeur de 31 nM par cytométrie en flux. Cette différence d’affinité 
pourrait être due au fait que le Kcoil se situe dans un environnement membranaire lors 
de la mesure de l’affinité par cytométrie en flux, alors que la mesure de l’affinité par 
SPR a été réalisée sur un peptide immobilisé de manière orientée sur la surface du 
biosenseur, il est donc probable que les composants de la membrane cellulaire aient un 
impact sur l’affinité du couple E/Kcoil. Notamment, les charges négatives portées par 
les héparanes sulfates pourraient interagir avec les charges positives portées par le 
Kcoil, ce que semble suggérer la figure V-48 montrant que la quantité d’E5-RFP 
s’attachant sur les cellules 293/K5-CD4-GFP semble être augmentée lorsque celles-ci 
sont traitées avec 30 mM de NaClO3. La détermination des courbes de saturation des 
récepteurs K5-CD4-GFP par cytométrie en flux après l’ajout de concentration 
croissantes d’E5-RFP sur les cellules 293/K5-CD4-GFP après leur traitement ou non 
avec 30 mM de NaClO3 devra être réalisée afin de confirmer ces résultats. Il est 
également probable que la fusion des coils avec la protéine fluorescente ou avec le 
récepteur modifie l’affinité du couple E/Kcoil, cela pourrait être vérifié par SPR par 
l’ajout d’E5-RFP sur une surface où le domaine extracellulaire du récepteur 
K5-CD4-GFP, qui devra être produit et purifié préalablement, serait immobilisé. Il a 
déjà été démontré que l’augmentation du nombre de répétition des heptapeptides permet 
d’augmenter l’affinité du couple E/Kcoil (De Crescenzo et al., 2003; Litowski and 
Hodges, 2002). L’affinité de la Ecoil-RFP ou des protéiplexes formés avec HMGB1 
fusionné avec le Ecoil pour le Kcoil-CD4-GFP pourrait être augmentée grâce à 
l’augmentation du nombre de répétition des heptapeptides.  
L’expérience de saturation des récepteurs K5-CD4-GFP par la protéine E5-RFP 
ne nous a pas permis de déterminer le nombre moyen de récepteur par cellules, car pour 
cela il est nécessaire de connaitre les quantités d’E5-RFP libres et fixées. Nous 
connaissions la quantité totale d’E5-RFP ajoutée et nous avons essayé de déterminer la 
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quantité d’E5-RFP libre dans les surnageants cellulaires par spectrofluorimétrie, qui 
nous aurait permis de calculer également la quantité d’E5-RFP fixée sur les cellules. 
Dans ce but, les surnageants cellulaires de l’expérience décrite dans la partie IV.11.3 ont 
été quantifiés par spectrofluorimétrie, en suivant le protocole IV.18. Nous nous 
attendions à une augmentation drastique de la quantité d’E5-RFP libre quand les 
récepteurs K5-CD4-GFP sont saturés, or la quantité d’E5-RFP libre des surnageants 
cellulaire était proportionnelle à la quantité de protéines ajoutée sur les cellules, même 
au-delà de la concentration de 600 nM, alors que la saturation des récepteurs est atteinte, 
ce qui indique que la quantification d’E5-RFP contenue dans les surnageants cellulaires 
par spectrofluorimétrie possède un biais que nous ne pouvons expliquer, malgré que 
cette technique ait démontré que le dosage de l’E5-RFP peut être effectué par 
spectrofluorimétrie (Figure V-57). 
La protéine ENKRG a été créée grâce à la fusion d’E5-RFP avec des peptides 
pour conférer à la protéine les propriétés de liaison avec l’ADNp, d’échappement des 
endo-lysosomes et de translocation nucléaire, ceux-ci ayant été séparés par l’ajout de 
peptides espaceurs flexibles contenant minimalement une répétition de la séquence 
GGGGS. Ces peptides espaceurs permettent d’avoir un certain degré de liberté entre les 
domaines fonctionnels, mais également d’augmenter la solubilité de la protéine grâce à 
la présence des sérines. ERNKG a été produite sous forme sécrétée par transfection 
transitoire des cellules CHO et purifiée avec un rendement supérieur à ceux obtenus 
pour les protéines contenant les boites A et B d’HMGB1. La protéine ERNKG 
contrairement à E5-RFP interagit avec l’ADNp, cependant à partir de 20 µg d’ERNKG 
ajoutés par µg d’ADNp une partie des protéines n’est pas engagée dans les protéiplexes 
et est présente sous forme libre (Figure V-52). La présence de la protéine sous forme 
libre n’est pas souhaitable, car elle pourrait entrer en compétition avec les protéiplexes 
pour leur liaison avec les récepteurs K5-CD4-GFP. Dans le but de vérifier la stabilité 
des protéiplexes formés avec ERNKG, ils ont été incubés en présence d’héparine, mais 
nous avons remarqué que l’héparine semble interagir préférentiellement avec la protéine 
libre plutôt qu’avec la protéine interagissant avec l’ADNp (Figure V-58). Cette 
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interaction préférentielle avec la protéine sous sa forme libre nous a empêchés de 
conclure sur la stabilité des protéiplexes en fonction de la quantité de protéine ajoutée. 
La fusion de la protéine E5-RFP avec les domaines de liaison avec l’ADNp 
(peptide KH), d’échappement endosomal (peptide GALA, (Wyman et al., 1997)) et de 
translocation nucléaire (NLS du SV40) entraine sa capture non ciblée par les cellules 
293 via son interaction avec les groupements sulfates des composants de la membrane 
cellulaire (Figures V-53 et V-54). La complexation de la protéine ERNKG avec l’ADNp 
permet de diminuer la capture non ciblée de la protéine par les cellules 293 n’exprimant 
pas K5-CD4-GFP, mais réduit également la capture ciblée (Figure V-55 A). Toutefois, 
lorsque la sulfatation des composants de la membrane plasmique est réduite par le 
traitement des cellules avec 30 mM de chlorate de sodium, la capture non ciblée des 
protéines et des protéiplexes est inhibée (Figures V-53 A, V-54, V-55 A et V-56) et les 
quantités de protéines capturées de manière ciblée par les cellules 293/K5-CD4-GFP est 
similaire que les protéines soient complexées ou non avec l’ADNp (Figure V-55 A). Ces 
résultats suggèrent que la complexation de la protéine ERNKG avec l’ADNp ne modifie 
pas l’affinité d’interaction d’ERNKG avec les composants de la surface cellulaire. 
Similairement aux protéiplexes formés avec HMGB1-E5, ceux formés avec ERNKG 
permettent l’expression du transgène par les cellules 293/K5-CD4-GFP uniquement 
lorsque la sulfatation de la surface cellulaire est réduite (Figure V-60). Par contre, le 
pourcentage de cellules exprimant le transgène augmente quand le ratio massique 
ADNp:protéine est augmenté (Figure V-60), ce qui n’était pas le cas lors de la 
transfection ciblée avec HMGB1-E5 (Figure V-22). Le but premier du ciblage d’un 
récepteur étant de pouvoir réduire la quantité de protéines vectrices de l’ADNp 
nécessaire pour atteindre l’expression maximale du transgène, la quantité d’ERNKG n’a 
pas été augmentée au-delà de 20 µg par microgramme d’ADNp, car cette quantité 
représente déjà l’ajout d’environ 2 × 103 molécules de protéines par molécules d’ADNp. 
Il est à noter que de manière similaire aux complexes formés avec HMGB1ab-E5 et un 
ADNp marqué avec TOTO-3, les protéiplexes formés avec ERNKG n’ont pas pu être 
observés par microscopie confocale, grâce à la fluorescence de TOTO-3 (Figure V-56).   
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En l’état actuel, de nombreuses améliorations doivent encore être effectuées afin de 
permettre l’utilisation de ce système de transfection basé sur le tandem E/Kcoil pour la 
production de protéines recombinantes à grande échelle. Par contre, ce système pourrait 
être une alternative pour transfecter des cellules difficilement transfectables par les 
agents de transfection actuels. En effet, une des hypothèses sous-jacente à leur faible 
transfectabilité serait que leur membrane possèderait un faible contenu en HSPGs, qui 
sont nécessaires pour l’attachement des complexes formés par de nombreux agents de 
transfection de nature cationiques. L’utilisation d’un système n’empruntant pas la voie 
classique d’endocytose par l’intermédiaire des HSPGs permettrait peut-être la 
transfection de ces cellules. Toutefois, il sera nécessaire de pouvoir au préalable établir 
une lignée stable exprimant le récepteur fusionné au Kcoil. Une surexpression de ce 
récepteur pourrait entraîner des différences métaboliques majeures dans les cellules, il 
pourrait ainsi être nécessaire d’envisager une expression inductible du récepteur. 
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2. Impact des héparanes sulfates sur la transfection ciblée 
Les HSPGs ont été largement rapportés comme ayant un rôle de co-récepteur 
permettant d’améliorer l’interaction entre de nombreux ligands et leurs récepteurs 
(Bernfield et al., 1999). Ils ont ainsi un rôle dans la prolifération, l’adhésion, la 
différenciation et la migration cellulaire. Les bactéries et les virus utilisent également les 
HSPGs afin d’infecter les cellules. Outre leur rôle in vivo, les HSPGs permettent 
l’attachement de nombreux complexes formés avec l’ADNp, par le biais d’interactions 
électrostatiques, comme par exemple le PEI (Hess et al., 2007; Payne et al., 2007) ou la 
PLL (Mislick and Baldeschwieler, 1996). Cependant la voie d’internalisation des 
HSPGs semble acheminer les complexes vers la voie de dégradation lysosomale (Payne 
et al., 2007), il est ainsi nécessaire que les complexes puissent s’échapper des 
endosomes avant la dégradation de l’ADNp. Il a été montré que la surexpression de 
SDC1 augmente l’efficacité de transfection des cellules 293, lorsque le PEI est utilisé en 
tant que vecteur de l’ADNp (Paris et al., 2008). Par contre, l’ectodomaine de SDC2 
diminue l’expression du transgène par un ralentissement de l’internalisation et la 
séquestration des polyplexes à l’intérieur des cellules, empêchant ainsi l’ADNp 
d’atteindre le noyau. Cette séquestration ajoute une barrière supplémentaire à 
l’expression du transgène et entraine la nécessité d’utiliser de grandes quantités de 
polyplexes pour transfecter les cellules. Il est très probable que l’interaction non ciblée 
des protéiplexes avec les groupements sulfates à la surface cellulaire résulte en la 
séquestration d’une quantité non négligeable de protéiplexes, entraînant la nécessité 
d’utiliser de grandes quantités de protéines transfectrices. 
Quelle que soit la protéine vectrice de l’ADNp utilisée dans cette étude, 
l’interaction entre les protéiplexes et la membrane cellulaire est principalement non 
ciblée et semble s’effectuer par l’intermédiaire des héparanes sulfates. La protéine 
HMGB1-E5 possède un point isoélectrique de 5,73 (Tableau A en annexe), elle possède 
donc une charge globale négative dans un milieu dont le pH est supérieur à 5,73. 
Toutefois, les deux domaines de liaison à l’ADNp d’HMGB1 sont chargés positivement. 
Les points isoélectriques des boites A et B étant respectivement égaux à 9,59 et à 9,42 
(calculés avec ExPASy). Les protéiplexes formés avec HMGB1-E5 sont donc très 
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probablement globalement chargés négativement, leur interaction avec les héparanes 
sulfates indiquent donc que des charges locales positives sur les protéiplexes suffisent 
pour que les deux molécules interagissent. De ce fait, la réduction de la sulfatation de la 
surface cellulaire est nécessaire pour permettre la transfection ciblée, quoique le 
traitement de grands volumes de cellules avec du NaClO3 pourrait être problématique. 
Une des alternatives possibles serait d’utiliser une lignée cellulaire déficiente en 
héparanes sulfates, comme par exemple les cellules CHO pgsD-677, qui ne possèdent 
pas de N-acetylglucosaminyltransférase, ni de glucuronosyltransférase requises lors de 
la polymérisation des héparanes sulfates (Lidholt et al., 1992). Par contre, les CHO 
psgD-677 sont des cellules adhérentes cultivées dans le milieu Ham’s F-12K devant être 
complémenté avec 10 % de sérum, l’utilisation de ces cellules à des fins de production 
de protéines recombinantes à grande échelle nécessiterait leur adaptation en suspension. 
Pour ce faire, les cellules doivent être cultivées dans un milieu de culture ne contenant ni 
sérum, ni ions calcium. Nous avons récemment acquis ces cellules et nous n’avons pas 
réussi à ce jour à les adapter en suspension, car le milieu F12K ne contient pas de 
facteur de croissance. De ce fait, la réduction de la quantité de sérum dans le milieu de 
culture à 5 % a entrainé un ralentissement de la croissance cellulaire et les cellules n’ont 
pas survécues en l’absence de sérum. Nous avons aussi essayé de les cultiver dans un 
milieu déjà connu pour permettre la culture de cellules CHO3E7 ou CHO-DG44, car ces 
milieux contiennent les suppléments nécessaires à la croissance des cellules dans un 
milieu sans sérum. Toutefois, les cellules ont cessé de se diviser dès lors qu’elles ont été 
cultivées dans un milieu de culture contenant pour moitié du Ham’s F-12K et pour autre 
moitié du F17 ou du PowerCHO. Cet arrêt de croissance indique que le Ham’s F-12K ne 
peut pas être supplémenté ou remplacé par ces milieux. La mise en suspension des 
cellules CHO pgsD-677 nécessiterait alors de tester d’autres milieux de cultures utilisés 
pour les cellules en suspension ou d’en développer un. 
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3. Utilisation d’un récepteur connu pour transloquer dans le noyau 
Le récepteur CD4 a été utilisé dans cette étude en tant que récepteur modèle, 
cependant son internalisation constitutive aboutit à son recyclage (Pelchen-Matthews et 
al., 1995) ou à sa dégradation (Ruegg et al., 1992), ce qui implique la nécessité d’utiliser 
la chloroquine pour permettre l’expression du transgène. La chloroquine est cytotoxique 
(Figure V-18) et son utilisation lors d’une transfection transitoire à grande échelle n’est 
pas envisageable. L’une des alternatives à la chloroquine pour promouvoir 
l’échappement endosomal des protéiplexes est l’addition d’un peptide endosomolytique 
lors de la transfection (Midoux et al., 1993) ou par fusion avec la protéine vectrice de 
l’ADNp de la protéine avec un peptide endosomolytique. De nombreux peptides 
endosomolytiques sont issus de l’HA2, il a déjà été démontré que la fusion d’une 
protéine vectrice de l’ADNp avec le  peptide GALA permet une expression du transgène 
plus élevée qu’avec les peptides HA2, KALA, RALA, H5WYG ou INF-7 (Nouri et al., 
2013). Nous avons alors choisi ce peptide afin de promouvoir l’échappement endosomal 
de la protéine multifonctionnelle ERNKG. Malgré la présence du peptide 
endosomolytique GALA, il est nécessaire de traiter les cellules avec de la chloroquine 
pour permettre l’expression du transgène après la transfection des cellules à l’aide de la 
protéine ERNKG. Ce qui indique que lors de la transfection ciblée, le peptide GALA 
n’est pas suffisant pour que les protéiplexes puissent échapper à la dégradation 
lysosomale. Il est possible que la protéine ERNKG possède une structure 
tridimensionnelle qui ne permet au peptide GALA d’assurer sa fonction 
endosomolytique.  
Il apparait donc évident que le CD4 ne permet pas de diriger les protéiplexes vers le 
noyau et qu’il serait possiblement bénéfique d’utiliser un récepteur capable de router et 
transloquer dans ce compartiment cellulaire. Plusieurs récepteurs peuvent transloquer 
dans le noyau, tels que les récepteurs appartenant à la famille ErbB (Lin et al., 2001; 
Marti et al., 1991; Offterdinger et al., 2002; Wang et al., 2004), le récepteur de 
l’angiotensine (Bkaily et al., 2003), le récepteur des glucocorticoïdes (Quan et al., 
2003). La famille ErbB contient quatre membres : ErbB1 (appelé aussi EGFR), ErbB2, 
ErbB3 et ErbB4. Ces récepteurs sont surexprimés par la plupart des cellules 
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cancéreuses, leur voie d’internalisation est donc largement étudiée, de ce fait leur 
mécanisme d’internalisation est bien décrit et compris. Les récepteurs de la famille ErbB 
peuvent s’homo- ou s’hétérodimériser. Suite à cette dimérisation, les récepteurs vont 
changer de structure tridimensionnelle et permettre le rapprochement de leurs parties 
cytoplasmiques qui possèdent une activité tyrosine kinase, leur permettant de se trans-
phosphoryler. ErbB2 ne possède pas de ligand naturel et ErbB3 n’a pas de domaine de 
phosphorylation (Guy et al., 1994), ils doivent s’hétérodimériser avec d’autres membres 
de la famille ErbB pour être activés et entrer dans la cellule et ne peuvent donc pas 
router vers le noyau sous leur forme homodimérique, ce qui impliquerait l’expression 
stable de deux récepteurs et compliquerait l’élaboration de la lignée cellulaire. La partie 
cytoplasmique de ErbB4 est clivée par une métalloprotéase avant de router vers le noyau 
(Lee et al., 2002; Ni et al., 2001; Rio et al., 2000). La partie extracellulaire d’ErbB4 
restant à l’extérieur de la cellule, l’utilisation de ce récepteur ne permettrait pas 
d’internaliser les protéiplexes. L’EGFR semble donc être le récepteur le plus adapté à 
notre système de transfection ciblée. 
Nous supposons que l’attachement des protéiplexes arborant le Ecoil sur le Kcoil 
fusionné à l’EGFR permettra l’activation du récepteur par son ligand naturel, l’EGF. En 
effet, l’EGF sous sa forme mature est une petite protéine globulaire de 53 acides aminés 
ayant un poids moléculaire de 6,4 kDa. Pour sa purification, après l’ajout d’un tag 
histidine et d’un espaceur, elle comportera 76 acides aminés et son poids moléculaire 
estimé (logiciel ProtParam, ExPASy) serait de 8,8 kDa, ce qui ne devrait résulter en une 
augmentation modérée de sa taille. Toutefois, il sera nécessaire de vérifier si 
l’attachement des protéiplexes via le système E/Kcoil ne résulte pas en encombrement 
stérique qui pourrait inhiber l’activation du récepteur. Si l’EGFR ne peut pas être activé 
par l’EGF lors de la transfection ciblée, la partie cytoplasmique du récepteur peut être 
mutée pour permettre son internalisation et sa translocation nucléaire constitutive. En 
effet, il a été démontré que l’irradiation de cellules A549 (lignée surexprimant l’EGFR) 
provoquait une augmentation de la quantité d’EGFR nucléaire grâce à la 
phosphorylation de thréonine en position 645. La mutation de cette thréonine en acide 
glutamique (T645E) mime une phosphorylation permanente et permet une localisation 
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constitutive de l’EGFR dans le noyau (Dittmann et al., 2010). De plus, la 
phosphorylation de T645 semble bloquer l’ubiquitination de l’EGFR par la Casitas B-
lineage lymphoma (Cbl, une ubiquitine E3 ligase) et inhibe ainsi sa dégradation (Bao et 
al., 2000). Toutefois, il n’a pas été démontré si ce récepteur pouvait encore être localisé 
à la membrane cellulaire, ceci étant un des prérequis de notre méthode de transfection.  
Nous avons également vérifié si un autre récepteur que le CD4 pouvait être 
utilisé pour la méthode de transfection ciblée que nous avons développé. Les récepteurs 
SDC1 et EGFR ont été fusionnés avec le Kcoil et la GFP respectivement à leur 
extrémités N- et C-terminales et exprimés stablement dans les cellules 293. Comme 
pour le récepteur CD4, les cellules surexprimant le récepteur K5-SDC1-GFP ou 
K5-EGFR-GFP peuvent être transfectées de manière ciblée suite à une réduction de la 
sulfatation des HSPGs et l’amélioration de l’échappement endosomal par la chloroquine 
(données non montrées). Des études préliminaires ont été réalisées et démontrent que la 
fusion de l’EGFR avec le Kcoil et la GFP n’abolit pas sa translocation nucléaire et que 
l’activation extemporanée du récepteur (avec de l’EGF) à l’ajout d’E5-RFP permet 
d’acheminer la protéine E5-RFP dans le noyau d’environ 2 % des cellules 
293/K5-EGFR-GFP. Il a déjà été montré que le temps de résidence de l’EGFR dans le 
noyau est dépendant de la quantité d’EGF utilisée pour activer le récepteur (Hsu and 
Hung, 2007) et que la quantité nucléaire du récepteur était maximale après 30 min 
d’activation, dans les cellules MDA-MB-468. Lors de cette expérience, nous avons 
observé les cellules 45 min après l’ajout d’E5-RFP, toutefois il serait nécessaire de faire 
une cinétique d’internalisation et surtout de la translocation nucléaire du récepteur. En 
effet, premièrement nous n’utilisons pas la même lignée cellulaire et deuxièmement la 
vitesse d’internalisation et d’acheminement dans le noyau de l’EGFR pourrait être 
modifiée par sa fusion avec le Kcoil et la GFP ou son interaction avec la E5-RFP. Cette 
translocation nucléaire semble être dépendante de la quantité d’EGF ajoutée sur les 
cellules et de la densité cellulaire et a seulement été observée par microscopie confocale. 
L’observation par microscopie confocale nécessite que la protéine fluorescente soit en 
quantité suffisante pour être détectée et qu’elle ne soit pas dénaturée ou dégradée lors de 
son internalisation, il est donc probable que plus de cellules contiennent de la E5-RFP 
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nucléaire, mais que les quantités de protéines fluorescentes soient insuffisantes pour 
permettre leur détection par microscopie confocale. Pour permettre la détection de plus 
petites quantités de protéines, les noyaux des cellules pourraient être purifiés et leurs 
contenus en E5-RFP pourraient être déterminés par immunobuvardage de type western. 
La possibilité d’acheminement de la E5-RFP dans le noyau des cellules 
293/K5-EGFR-GFP après l’activation avec du récepteur avec de l’EGF est 
encourageante pour le développement d’une méthode de transfection utilisant une voie 
d’internalisation alternative. De plus, ces résultats démontrent que la voie 
d’internalisation et le routage nucléaire de l’EGFR pourrait être utilisés afin 
d’acheminer une protéine et pourquoi pas un protéiplexe dans le noyau, mais ils doivent 
être confirmés par une étude plus approfondie. 
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VII. CONCLUSION 
Nous avons démontré que le système E/Kcoil permet la transfection ciblée des 
cellules de mammifère, à l’aide d’une protéine en tant que vecteur de l’ADNp. 
Toutefois, les charges positives des domaines de liaison à l’ADNp des protéines 
transfectrices semblent être responsables de la capture non ciblée des protéiplexes. La 
réduction de la sulfatation de la surface cellulaire permet la diminution de cette 
interaction non ciblée et l’attachement ciblé des protéiplexes par l’intermédiaire du 
système E/Kcoil. Une alternative à l’utilisation de protéines transfectrices contenant des 
regroupements de charges positives pour lier l’ADNp pourrait être de fusionner le Ecoil 
avec un peptide reconnaissant des séquences spécifiques sur l’ADNp et d’insérer ces 
séquences sur le plasmide codant le transgène, comme par exemple les peptides GAL4 
ou TetR. L’inversion des coils, c'est-à-dire la fusion du Ecoil sur le récepteur et du Kcoil 
sur la protéine vectrice de l’ADNp pourrait permettre d’éviter les interactions à la 
surface des cellules entre les charges positives du Kcoil et les charges négatives des 
HSPGs. Toutefois, cette stratégie n’est pas envisageable, car premièrement nous avons 
déjà remarqué dans le laboratoire que le Kcoil interagit avec l’ADNp ce qui diminuerait 
sa capacité d’interaction avec le Ecoil et deuxièmement les protéiplexes risquerait 
d’interagir fortement avec les HSPGs. Une autre stratégie qui pourrait permettre de 
diminuer l’interaction Kcoil/HSPG serait d’insérer un peptide espaceur rigide entre le 
Kcoil et le domaine transmembranaire du récepteur, afin que le Kcoil soit éloigné des 
héparanes sulfates. Ce peptide espaceur devra être suffisamment long pour permettre 
l’éloignement du Kcoil et sa bonne exposition à la surface des cellules. 
Nous avons démontré dans cette étude que le ciblage d’un récepteur afin de 
transfecter des cellules de mammifère pouvait permettre de réduire les quantités de 
protéines vectrices de l’ADNp d’environ 10 fois comparativement à une transfection 
non ciblée. Toutefois, la sulfatation des composants de la membrane cellulaire semble 
être un frein majeur au développement d’une méthode de transfection ciblée, il apparait 
donc nécessaire de développer une lignée cellulaire cultivée en suspension ayant une 
faible quantité de sulfates, voire n’en possédant pas.   
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ANNEXES 
 
Tableau A. Propriétés des protéines purifiées. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les séquences écrites en rouge représentent les signaux peptides de sécrétion et ne font pas partis de la protéine mature. L’étiquette histidine est 
indiquée et le Ecoil sont indiqués respectivement en violet et orange. Les séquences NLS (du SV40), du domaine de liaison à l’ADNp (KH) et le 
peptide GALA sont représentées respectivement en vert, bleu et rose. 
Nom de la 
protéine Séquence de la protéine non mature 
Point 
isoélectrique 
Poids 
molécula
ire (Da) 
Coefficient 
d’extinction 
(M-1 cm-1) 
E5-RFP 
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTEVSALEKEVSALEKEVSALEKE
VSALEKEVSALEKGNSGSGGGGSGGGGSHHHHHHHHHHGGSSGGS
GGSGASASSEDVIKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQ
TAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGF
KWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQK
KTMGWEASTERMYPEDGALKGEIKMRLKLKDGGHYDAEVKTTYMAKK
PVQLPGAYKTDIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGA 
5,85 32851 32890 
ERNKG 
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTEVSALEKEVSALEKEVSALEK
EVSALEKEVSALEKGNSGSGGGGSGGGGSHHHHHHHHHHGGSSGG
SGGSGASASSEDVIKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGT
QTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEG
FKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQ
KKTMGWEASTERMYPEDGALKGEIKMRLKLKDGGHYDAEVKTTYMAK
KPVQLPGAYKTDIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGAGGGGSGG
GGSGTPPKKKRKVGGGGSGGGGSGTHHHHKKKHHHKKHKAGGGG
SGGGGSSRWEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAAG 
6,56 41273 38390 
HMGB1 
MGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAF
FVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAK
ADKARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIK
GEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAY
RAKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKLEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEE
EDDDDEGVTGS 
6,16 28350 23045 
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Tableau A. Propriétés des protéines purifiées (suite). 
 
Nom de la 
protéine Séquence de la protéine non mature 
Point 
isoélectrique 
Poids 
moléculaire 
(Da) 
Coefficient 
d’extinction (M-1 
cm-1) 
HMGB1-E5 
MGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAFFV
QTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKA
RYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGL
SIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYRAKGKPDA
AKKGVVKAEKSKKKKLEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEEDDDDEGVTV
SSGSGGGEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
5,73 32954 23045 
HMGB1ab 
MGVHECPAWLWLLLSLLSLWPGAYAGDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK
AGMGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAF
FVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHP
GLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYRAKGKP
DAAKKGVVKAEKSKKKKLSGS 
9,49 27476 27515 
HMGB1ab-E5 
MGVHECPAWLWLLLSLLSLWPGAYAGDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK
AGMGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAF
FVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHP
GLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYRVTVSS
GSGGGEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
8,64 29773 27515 
 
Les séquences écrites en rouge représentent les signaux peptides de sécrétion et ne font pas partis de la protéine mature. L’étiquette histidine et 
le Ecoil sont indiqués respectivement en violet et orange. 
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Tableau A. Propriétés des protéines purifiées (suite). 
 
Nom de la protéine Séquence de la protéine non mature Point isoélectrique 
Poids 
moléculaire 
(Da) 
Coefficient 
d’extinction 
(M-1 cm-1) 
HMGB1ab-FL-E5 
MGVHECPAWLWLLLSLLSLWPGAYAGDYKDHDGDYKDH
DIDYKDDDDKAGMGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQG
ASGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFS
EFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYI
PPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGL
SIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAA
YRVTVTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSAVSSGSGGGEVS
ALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
8,64 31306 27515 
HMGB1ab-RL-E5 
MGVHECPAWLWLLLSLLSLWPGAYAGDYKDHDGDYKDH
DIDYKDDDDKAGMGSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQG
ASGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFS
EFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYI
PPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGL
SIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAA
YRVTAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAVSSGSGGGEVSALE
KEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
8,64 31526 27515 
 
Les séquences écrites en rouge représentent les peptides signaux de sécrétion et ne font pas partis de la protéine mature. L’étiquette histidine et 
le Ecoil sont représentés respectivement en violet et orange. Les peptides espaceurs flexibles et rigides sont indiqués respectivement en bleu et 
vert clairs.  
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Tableau A. Propriétés des protéines purifiées (suite). 
 
Nom de la 
protéine Séquence de la protéine non mature 
Point 
isoélectrique 
Poids 
moléculaire 
(Da) 
Coefficient 
d’extinction 
(M-1 cm-1) 
HMGB1-FL-E5 
GSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAFF
VQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKA
DKARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGE
HPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYR
AKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKLEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEED
DDDEGVTVTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSAVSSGSGGGEVSALEK
EVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
5,73 34487 23045 
HMGB1-RL-E5 
GSSTGHHHHHHHHHHGSTGENLYFQGASGKGDPKKPRGKMSSYAFF
VQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKA
DKARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGE
HPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYR
AKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKLEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEED
DDDEGVTAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAVSSGSGGGEVSALEKEVS
ALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKSSGGS 
5,73 34707 23045 
 
L’étiquette histidine est indiquée en violet. Les peptides espaceur flexibles et rigides sont indiqués en bleu et vert clairs, respectivement.  
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Tableau B. Séquences des récepteurs exprimés dans les cellules 293. 
 
Nom du 
récepteur  Séquence en acides aminés du récepteur  
Composition du 
récepteur 
CD4-GFP 
MNRGVPFRHLLLVLQLALLPAATQGKKVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKL
NDRADSRRSLWDQGNFPLIIKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVFGLTANSDTHLLQGQSLTLTLESPPGSSPSV
QCRSPRGKNIQGGKTLSVSQLELQDSGTWTCTVLQNQKKVEFKIDIVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVE
KLTGSGELWWQAERASSSKSWITFDLKNKEVSVKRVTQDPKLQMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKT
GKLHQEVNLVVMRATQLQKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQVL
LESNIKVLPTWSTPVQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGIFFCVRCRHRSRGPVSASKGEELFTGVVPILVELDGDVNGH
KFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLCYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIF
FKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKTRHNIEDGS
VQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYN 
Peptide signal 
de sécrétion 
(du CD4)  
CD4 
GFP 
K5-CD4-BFP 
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKEGSGGGGSGGGG
SGNSGSGGGKKVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQG
NFPLIIKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVFGLTANSDTHLLQGQSLTLTLESPPGSSPSVQCRSPRGKNIQGGKT
LSVSQLELQDSGTWTCTVLQNQKKVEFKIDIVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAER
ASSSKSWITFDLKNKEVSVKRVTQDPKLQMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMRAT
QLQKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQVLLESNIKVLPTWSTPV
QPMALIVLGGVAGLLLFIGLGIFFCVRCRHRSSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK
FICTTGKLPVPWPTLVTTLSHGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL
VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLL
PDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK 
Peptide signal 
de sécrétion 
(de l’IL2)  
Kcoil 
CD4 
BFP 
K5-CD4-GFP 
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKEGSGGGGSGGGG
SGNSGSGGGKKVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQG
NFPLIIKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVFGLTANSDTHLLQGQSLTLTLESPPGSSPSVQCRSPRGKNIQGGKT
LSVSQLELQDSGTWTCTVLQNQKKVEFKIDIVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAER
ASSSKSWITFDLKNKEVSVKRVTQDPKLQMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMRAT
QLQKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQVLLESNIKVLPTWSTPV
QPMALIVLGGVAGLLLFIGLGIFFCVRCRHRSRGPVSASKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATY
GKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLCYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVK
FEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKTRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIG
DGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYN 
Peptide signal 
de sécrétion 
(de l’IL2)  
Kcoil 
CD4 
GFP 
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Figure A. Exemple de données obtenues par cytométrie en flux. 
